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1 UVOD 
 
Clostridium difficile je pomemben povzročitelj nalezljive driske pri hospitaliziranih 
osebah. Običajno pride do okužbe po antibiotičnem zdravljenju, predvsem pri starejših 
osebah. Simptomi okužbe s C. difficile (CDI; angl. Clostridium difficile infection) so lahko 
različni. Lahko se kažejo kot lažja driska, lahko pa pride do življenjsko nevarnega kolitisa 
(Smits in sod., 2016). 
 
Okužba s CDI je vrsto let veljala primarno za bolnišnično okužbo, vendar se ta koncept 
počasi spreminja, saj se viša število okužb v domačem okolju (Hensgens in sod., 2012). 
Čeprav imajo najvišje tveganje za okužbo s C. difficile še vedno starejše hospitalizirane 
osebe, ki prejemajo antibiotike, se povečuje število obolelih s CDI v mlajših populacijah, 
ki predhodno niso bile v stiku z bolnišničnim okoljem in niso prejemale antibiotikov. Viša 
se tudi število obolelih pri tistih, ki imajo manjše tveganje za okužbo s CDI, kot so npr. 
otroci (Rupnik in sod., 2009).  
 
C. difficile je sporogena, toksigena, po Gramu pozitivna bakterija, ki proizvaja dva 
eksotoksina, ki sta glavna dejavnika virulence, odgovorna za nastanek bolezenskih znakov. 
Tekom okužbe bakterija prične sporulirati, nastale spore se nato z blatom sproščajo v 
okolje, kjer so sposobne preživeti več mesecev. Spore C. difficile lahko izoliramo iz 
različnih okolij, v kolikor pri tem uporabimo ustrezne obogatitvene metode. Okoljske 
raziskave so pokazale, da lahko C. difficile najdemo v prsti, vodi, hrani (mesu in zelenjavi), 
površinah v gospodinjstvih (prahu, hladilnikih, površine v kopalnici in kuhinji) in črevesju 
živali. Načeloma gre pri živalih za komenzalno črevesno bakterijo, lahko pa povzroča tudi 
črevesne okužbe, ki se kažejo podobno kot okužbe pri ljudeh (Alam in sod., 2014). 
 
Izvor C. difficile je lahko človek (simptomatski in asimptomatski prenašalci), 
kontaminirano okolje, živila ali živali. Kadar je rezervoar bakterije žival, govorimo o 
zoonotskem izvoru (Mulligan, 1984). Bakterijo so uspeli izolirati iz blata številnih živali, 
med drugim tudi pri hišnih ljubljenčkih (Rodriguez Diaz in sod., 2018). Že leta 1983 so 
prvič C. difficile izolirali iz blata psov in mačk (Borriello in sod., 1983). 
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1.1 NAMEN DELA IN DELOVNE HIPOTEZE 
 
Živali in okolje predstavljajo možen rezervoar bakterije C. difficile, zato je pomembno 
poznavanje pogostnosti in genotipov ter možnih načinov prenosa bakterije. Namen 
magistrskega dela je zato bil ugotoviti pogostnost in raznolikost genotipov bakterije C. 
difficile na površinah blazinic pasjih šap ter na površinah podplatov obutve lastnikov psov 
in preko prekrivanja genotipov iz teh površin in ljudi sklepati, če so lahko podplati obutve 
in pasje šape vektor prenosa spor  in tudi vir vnosa spor C. difficile v gospodinjstva. 
 
 
Delovne hipoteze: 
 Pričakujemo, da bomo v nekaterih primerih na blazinicah pasjih šap in podplatih 
obutve našli enake genotipe bakterije C. difficile. 
 Pri psih, ki se pretežno zadržujejo zunaj, in psih, ki se večinoma zadržujejo v hiši ali 
stanovanju, bomo našli različne genotipe. 
 Nekateri genotipi, izolirani z blazinic pasjih šap in podplatov obutve lastnikov psov, 
bodo enaki, kot se pojavljajo tudi pri ljudeh okuženih s C. difficile v Sloveniji. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 BAKTERIJA Clostridium difficile 
 
Clostridioides difficile (Clostridium difficile) je obvezno anaerobna, po Gramu pozitivna, 
paličasta, sporogena bakterija. Leta 1935 sta jo opisala Hall in O'Toole, ki sta jo osamila iz 
blata novorojenčka. Zaradi težavnosti pri osamitvi in preučevanju so bakterijo sprva 
poimenovali Bacillus difficilis (Hall in O'Toole, 1935). Štirideset let kasneje so bakterijo 
preimenovali v Clostridium difficile (Kuipers in Surawicz, 2008). Pred kratkim so jo 
uvrstili v nov rod Clostridioides in jo preimenovali v Clostridioides difficile (Lawson in 
sod., 2016). Veljavni sta obe poimenovanji, tako Clostridium difficile kot Clostridioides 
difficile (Oren in Rupnik, 2018). 
 
Mikrob je velik 3,0−16,9 µl x 0,5−1,9 µm, zanj je značilna peritriha običkanost 
(Hatheway, 1990; Twine in sod., 2009). Nekateri sevi delajo verige dveh do šestih v vrsto 
poravnanih celic. Ima podolgovate spore, ki ležijo subterminalno. Na krvnem agarju tvori 
nehemolitične, bele do sivkaste, okrogle ali rizoidne, ploščate ali konveksne, hrapave 
kolonije, ki merijo v premeru 2−5 mm. Kultura ima vonj po konjskih ali slonjih iztrebkih. 
Optimalna temperatura za rast je med 30 °C in 37 °C (Båverud, 2002; Snyder, 1937). 
 
Bakterija C. difficile je del normalne črevesne mikrobiote pri 1−3 % zdravih odraslih oseb 
in pri 15−20 % dojenčkov (Goudarzi in sod., 2014). Patogeni sevi producirajo enterotoksin 
A in citotoksin B. Že Hall in O'Toole (1935) sta opazila, da mikroorganizem ustvari 
toksičen filtrat kulture, ki je bil po subkutanem vbrizgu smrtonosen za morske prašičke in 
zajce. C. difficile je znana kot najbolj pogosta povzročiteljica psevdomembranskega 
kolitisa (PMC; angl. Pseudomembranous colitis) ter z antibiotikom povezane driske in 
kolitisa (Jones in sod., 2013; Rodriguez in sod., 2016). 
 
2.1.1 Zgodovinski pregled 
 
Po prvi osamitvi leta 1935 je bakterija veljala kot del normalne črevesne mikrobiote pri 
otrocih. Leta 1962 so jo osamili iz ran in abscesov odraslih ljudi. Kljub temu da so ti izolati 
povzročali smrt pri hrčkih, so avtorji zaključili, da bakterija ni patogena za ljudi 
(Rodriguez-Palacios in sod., 2013).  
 
Psevdomembranske lezije v prebavnem traktu je prvi opisal Finney leta 1893. V tankem 
črevesju 22-letne bolnice, ki je umrla petnajst dni po kirurški odstranitvi tumorja na 
želodcu, je opazil difterične membrane. Število primerov PMC se je močno povišalo z 
uporabo široko spektralnih antibiotikov v šestdesetih letih prejšnjega stoletja. Dlje časa so 
mislili, da bolezen povzroča bakterija Staphylococcus aureus. V letu 1974 so opravili tri 
študije, ki so postavile temelje za nadaljnje raziskave z antibiotikom povezanega kolitisa 
(Bartlett, 1994). Tedesco in sod. (1974) so ugotovili, da so bolniki, ki so se zdravili s 
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klindamicinom, pogosto oboleli za  PMC. Ta podatek je bil precej šokanten za zdravstveno 
javnost, saj je PMC smrtno nevaren zaplet, klindamicin pa je tisti čas bil priljubljena 
metoda zdravljenja okužb z anaerobnimi povzročitelji okužb. Danes vemo, da je ta študija 
prva dokumentirana bolnišnična epidemija s C. difficile povezanim kolitisom (Tedesco in 
sod., 1974). Pri drugi študiji je Green (1974) dokazal prisotnost citotoksina v prebavilih 
morskih prašičkov, ki so bili zdravljeni s penicilinom. Bil je mnenja, da gre za posledice 
virusne okužbe, a je bil pravzaprav prvi opisani citopatološki efekt toksina C. difficile 
(Green, 1974). V tretji raziskavi je Hafiz (1974) pod mentorstvom profesorja Oakleya v 
sklopu svoje doktorske disertacije ugotovil, da je bakterija razširjena v okolju, da je 
prisotna v iztrebkih številnih živali in da večina sevov producira nevaren toksin (Hafiz, 
1974).  
 
Leta 1977 so Bartlett in sod. preverjali vsebino slepega črevesja hrčkov po dajanju 
klindamicina, pri tem so opazili razrast klostridijev, ki spominjajo na C. difficile. 
Raziskovali so na modelu hrčka, ki ga je leta 1968 opisal Small in je pozneje postal 
splošen model za raziskovanje okužb s C. difficile (Bartlett in sod., 1977). Istega leta sta 
Larson in Price (1977) v vzorcih blata obolelih bolnikov za PMC odkrila citotoksin. Kot 
povzročitelja sta sumila bakterijo Clostridium sordellii, saj sta z njenim antitoksinom 
uspela nevtralizirati citopatske spremembe na tkivnih kulturah (Larson in Price, 1977). 
Leto pozneje so Bartlett in sod. (1978) na podlagi analize blata štirih bolnikov s kolitisom 
na modelu hrčka in na tkivni kulturi potrdili, da toksinogeni sev rezistenten na klindamicin 
iz rodu Clostridium povzroča s klindamicinom povezan kolitis (Bartlett in sod., 1978a). 
Istega leta pozneje so preverjali vzorce blata bolnikov na tkivnih kulturah, kjer so 
zaznavali citopatski toksin. Tega so nevtralizirali z antitoksinom C. sordellii. Nato so 
vzorce blata, kjer je antitoksin nevtraliziral citopatske spremembe, kultivirali in iz njih 
osamili bakterijo C. difficile. Nevtralizacijo toksina z antitoksinom C. sordellii so pojasnili 
kot antigensko navzkrižno reaktivnost. Na podlagi svojih rezultatov so potrdili, da je 
bakterija C. difficile glavni povzročitelj z antibiotikom povezanega kolitisa (Bartlett in 
sod., 1978b). To so potrdili tudi ostali (George in sod., 1978; Larson in sod., 1978). 
 
V poznejših letih so naredili veliko raziskav o bakteriji C. difficile in njeni vlogi pri razvoju 
PMC. Ugotovili so, da C. difficile povzroča bolezenske simptome tudi pri bolnikih, ki 
predhodno niso jemali antibiotikov (Peikin in sod., 1980; Borriello in Larson, 1981). 
Najbolj verjeten prenos okužbe je bil med hospitaliziranimi osebami, vendar so začeli 
opažati primere driske v domačem okolju povezane s C. difficile. Bakterijo so izolirali tudi 
iz okolja bolnikov (Borriello in sod., 1983). Vedeli so, da je lahko bakterija del normalne 
črevesne mikrobiote pri človeku, vendar so se začeli spraševati o eksogenih rezervoarjih te 
bakterije in nevarnosti le-teh za okužbo človeka. Že v šestdesetih in sedemdesetih so jo 
uspeli izolirati iz blata mnogih živali, divjih in domačih (Levett, 1986). Izolirali so jo tudi 
iz okoljskih vzorcev, kot npr. prsti, morskih sedimentov in šote (O'Neill in sod., 1993). 
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Leta 1983 so predlagali domače živali kot vir bakterije C. difficile in s tem njihov 
potencialen prispevek h kontaminaciji okolja s sporami (Borriello in sod., 1983). 
 
2.2 KLINIČNI POMEN BAKTERIJE Clostridium difficile 
 
2.2.1 Patogeneza 
 
2.2.1.1  Potek okužbe 
 
Proces sporulacije omogoča bakteriji C. difficile, da preživi oksične razmere. Spore so 
pogosto prisotne v okolju bolnikov okuženih s CDI, perzistirajo lahko več mesecev ali celo 
več let. Spore so odporne proti visokim temperaturam, kisiku, izsuševanju ter 
protimikrobnim sredstvom, kot npr. na etanolu bazirana razkužila za roke. S pomočjo spor 
lahko pride do prenosa v bolnišničnem ali domačem okolju. Človek se okuži po fekalno-
oralni poti. Spore v gastrointestinalnem traktu vzdržijo v kislem okolju želodca in pričnejo 
germinirati v vegetativno obliko v tankem črevesju. Proces germinacije vzpodbudijo 
žolčne soli in zanemarljiva koncentracija kisika. V času jemanja antibiotikov pogosto pride 
do porušitve normalne črevesne mikrobiote. V takšnih razmerah se bakterije namnožijo ter 
pričnejo s produkcijo toksinov, ki poškodujejo črevesno sluznico. Rezultat tega je širok 
spekter kliničnih manifestacij (Rupnik in sod., 2009; Lessa in sod., 2012; Abt in sod., 
2016). 
 
2.2.1.2  Dejavniki tveganja 
 
Več kot 90 % okužb s C. difficile se pojavi po ali med jemanjem antibiotikov (Barbut in 
Petit, 2001). Ti porušijo normalno črevesno mikrobioto in s tem omogočijo proliferacijo 
spor in razrast bakterije C. difficile v črevesju. S CDI je povezana večina antibiotikov, a 
največje tveganje za razvoj okužbe predstavljajo široko spektralni antibiotiki (npr. 
klindamicin, cefalosporini tretje generacije, fluorokinoloni in penicilini). Ti imajo velik 
vpliv na komenzalne bakterije na črevesni sluznici, predvsem, če se jih jemlje oralno. 
Kombinacija antibiotikov ali daljše trajanje jemanja teh poveča tveganje za razvoj CDI 
(Barbut in Petit, 2001; Owens in sod., 2008; Rodriguez-Palacios in sod., 2013). Za         
25−30 % vseh primerov z antibiotikom povezane driske je odgovorna bakterija C. difficile 
(Rodriguez-Palacios in sod., 2013). 
 
Starost je pomemben faktor pri razvoju CDI. Osebe starejše od 65 let so 20-krat bolj 
dovzetne za okužbo kot mlajša populacija, zato imajo večje tveganje za okužbo osebe, ki 
živijo v domovih za ostarele. Ostali dejavniki tveganja so hospitalizacija, abdominalni ali 
gastrointestinalni posegi, črevesne bolezni, kot npr. kronična vnetna črevesna bolezen ali 
kolorektalni rak ter izčrpne bolezni, kot npr. rak. Uporaba antacidov in imunosupresivnih 
zdravil naj bi povečala možnost za razvoj okužbe, prav tako je večja nevarnost za bolnike, 
ki imajo slab imunski odziv na toksine C. difficile. Večje tveganje za okužbo s CDI imajo 
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tisti, ki so to bolezen imeli v preteklosti ali so bili v stiku z okuženim bolnikom (Bartlett in 
Gerding, 2008; Rodriguez-Palacios in sod., 2013). 
 
2.2.1.3  Dejavniki virulence 
 
2.2.1.3.1 Toksini 
 
Glavna dejavnika virulence bakterije C. difficile sta dva velika eksotoksina, TcdA oz. 
toksin A (308 kDa) in TcdB oz. toksin B (270 kDa). Oba sta sestavljena iz štirih domen ter 
sta med seboj homologna. Zapisana sta na 19,6 kb velikem toksinskem lokusu (PaLoc; 
angl. Pathogenicity locus), ki na kromosomu leži načeloma na istem mestu pri vseh sevih 
in nosi zapis za pet proteinov (Abt in sod., 2016). Leta 2015 so na podlagi raziskav 
netipičnih kliničnih sevov opisali novo integracijsko mesto PaLoc regije (Monot in sod., 
2015). Toksina imata 63 % podobnost v aminokislinskem zaporedju in spadata v družino 
velikih klostridijskih toksinov (LCT; angl. Large clostridial toxin). V to skupino spadajo 
monoglikoziltransferaze, ki delujejo vnetno, citotoksično in enterotoksično v debelem 
črevesju človeka (Lyras in sod., 2009). Toksin A in toksin B katalizirata glikozilacijo in s 
tem inaktivacijo Rho/Ras-GTP-az, majhnih regulatornih proteinov evkariontskega 
aktinskega celičnega citoskeleta (Kuehne in sod., 2010). Rezultat tega je porušitev 
citoskeleta in s tem prekinitev tesnih stikov med črevesnimi epitelnimi celicami, kar vodi v 
celično smrt (Abt in sod., 2016). Delovanje toksinov na tarčne celice sesalcev poteka v 
štirih korakih: endocitoza z vezavo na receptor, translokacija preko membrane, 
avtoproteolitično procesiranje in inaktivacija proteinov družine Rho in Ras z glikozilacijo. 
Toksin se s C-terminalno domeno veže na površino tarčne celice in vstopi vanjo v 
endocitoznem veziklu. Vezavno domeno predstavljajo kombinirane, ponavljajoče se, 
oligopeptidne ponovitve, ki delujejo antigeno. Znotraj endosoma nizek pH inducira 
strukturno spremembo, ki vodi v nastanek por in translokacijo N-terminalne katalitične 
domene preko membrane. Dostavna domena s hidrofobnim proteinskim zaporedjem tvori 
transmembransko strukturo, za katero predvidevajo, da sodeluje pri translokaciji toksina in 
dostavi katalitične domene v citosol celice. Preden se N-terminalna glukoziltransferazna 
domena sprosti v citosol gostiteljeve celice, se avtoproteolitično odcepi od holotoksina s 
cistein-proteazno domeno v sodelovanju z inozitol fosfatom (Pruitt in sod., 2010; Hunt in 
Ballard, 2013). TcdA se raje veže na apikalno stran gostiteljske celice, TcdB pa na 
bazolateralno stran celice. Patogenezo toksinov so z izogenimi toksinskimi mutantami 
raziskali na hrčkih, zdravljenimi z antibiotiki. Ugotovili so, da sevi z delecijo obeh 
toksinov niso virulentni. Mutante TcdA- TcdB+ so povzročale bolezen pri hrčkih, kar 
pomeni, da je toksin B sposoben samostojno povzročiti kolitis, medtem ko mutante 
TcdA+TcdB- niso bile virulentne (Lyras in sod., 2009; Rupnik in sod., 2009; Abt in sod., 
2016). Druge študije so pokazale, da toksin A lahko povzroči bolezenske znake, kljub 
deleciji toksina B (Kuehne in sod., 2010; Kuehne in sod., 2014). Mnoge študije so potrdile, 
da je TcdA močnejši enterotoksin, TcdB pa ima širši tropizem in deluje citotoksično (Hunt 
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in Ballard, 2013). Delovanje toksinov povzroči vnetni odziv črevesnih epitelnih celic, pri 
tem se sproščajo mnogi vnetni mediatorji, kot npr. mastociti in makrofagi. Ti citokini 
vplivajo na črevesne živce in senzorne nevrone ter sprožijo pritok vnetnih celic. Temu 
sledi izločanje tekočine v črevesni lumen, črevesno vnetje in migracija nevtrofilcev 
(Rupnik in sod., 2009). 
 
Na regiji PaLoc so zraven TcdA in TcdB zapisani tudi TcdR, TcdE in TcdC. TcdR (22,1 
kDa) deluje kot sigma faktor RNA polimeraze, ki nastaja v stacionarni fazi, avtoregulira 
svojo ekspresijo ter pozitivno uravnava ekspresijo toksinov. TcdE (18,8 kDa) je holinu 
podobna molekula, ki bi naj bila ključnega pomena za sekrecijo toksinov. TcdC (25,5 kDa) 
je anti-sigma faktor, ki negativno uravnava ekspresijo toksinov v eksponentni fazi rasti 
(Hunt in Ballard, 2013; Monot in sod., 2015). 
 
Variabilnost v zapisu genov regije PaLoc je osnova za razvrščanje sevov C. difficile v 
variantne toksinotipe. Toksinotipe določamo z metodo toksinotipizacije, ki je opisana v 
poglavju 2.3.2 (Rupnik in sod., 1997). Pri večini netoksigenih sevov je regija PaLoc 
zamenjana s 115 bp dolgim nekodirajočim zaporedjem (Rupnik in sod., 2009). 
 
Nekateri sevi nosijo zapis za binarni toksin ali C. difficile transferazo (CDT; angl. C. 
difficile transferase), ki spada v družino binarnih klostridijskih toksinov in je zapisan na 6,2 
kb velikem lokusu Cdt (CdtLoc; angl. Cdt locus). Sestavljata ga dva proteina, katalitična 
komponenta CdtA (53 kDa) in vezavna komponenta CdtB (98,8 kDa) ter regulatorni 
protein CdtR. Vezavna komponenta se veže na gostiteljsko celico in premakne katalitično 
komponento ADP-riboziltransferazo v citosol. Ta povzroči depolimerizacijo aktinskega 
citoskeleta, pri tem se tvorijo mikrotubulinske membranske izbokline, ki pripomorejo k 
vezavi bakterij na epitelne celice. V nasprotju z regijo PaLoc, za katero obstaja več različic 
v zapisu genov, ima regija CdtLoc dve različici, in sicer polno obliko, dolžine 6,2 kb ter 
krajšo, dolžine 4,2 kb. Sevi, ki nimajo gena za CDT, imajo namesto CdtLoc regije 68 bp 
dolgo zaporedje (Stare in sod., 2007; Rupnik in sod., 2009; Gerding in sod., 2014). CDT so 
našli pri 17 % vseh sevov (Barbut in sod., 2011). Potrdili so ga v vzorcih blata bolnikov, 
kar pomeni, da bakterije med boleznijo producirajo toksin v črevesnem traktu (Hunt in 
Ballard, 2013). 
 
2.2.1.3.2 Ostali dejavniki virulence 
 
Pomemben faktor virulence predstavlja S-sloj na površini vegetativnih bakterij. 
Parakristalni sloj sestavljajo površinski proteini, ki igrajo glavno vlogo pri pritrjanju 
bakterij na črevesno sluznico, prav tako so sposobni sprožiti vnetni in protitelesni odziv 
gostitelja. Med sevi obstaja velika variabilnost v površinskih proteinih, predvsem pri 
površinskem sloju proteina A (Rupnik in sod., 2009). Pri pritrjanju in tvorbi biofilma 
sodelujejo tudi drugi adhezini in proteaze. Ekstracelularni matriks biofilma tvorijo proteini, 
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polisaharidi in prosta DNA mrtvih celic, ti elementi skupaj nudijo zaščito vegetativnim 
celicam pred oksidativnim stresom, protitelesi in antibiotiki ter omogočajo zaščitno nišo za 
sporulacijo (Abt in sod., 2016). Proces sporulacije omogoča bakteriji preživetje v stresnem 
okolju in razsoj patogena v okolju. Dolgotrajno obstojnost spor v okolju omogoča njihova 
večslojna struktura peptidoglikana in zunanji eksosporij, ki obdaja genom (Awad in sod., 
2014). Dodaten dejavnik virulence je običkanost, ki pripomore h kolonizaciji in virulenci 
C. difficile. Odsotnost flagel je povezana s slabšim pritrjevanjem bakterij na črevesni 
epitelij (Abt in sod., 2016). Ostali dejavniki virulence so še fimbriji, tvorba kapsule in 
proteolitični encimi (Waligora in sod., 1999). 
 
2.2.2 Bolezni in bolezenski simptomi, ki jih povzroča C. difficile 
 
Kot večina črevesnih patogenih bakterij, C. difficile povzroča širok spekter bolezni od 
blage driske z normalno kolonizirano črevesno sluznico do psevdomembranoznih 
sprememb na črevesni steni (Bartlett, 2008).  
 
Tipični znak okužbe s CDI je vodena driska. V večini primerov se pojavi med ali kratek 
čas po antibiotični terapiji, lahko pa se pojavi tudi osem tednov po prenehanju jemanja 
antibiotikov. Pri večini bolnikih se pojavi abdominalna bolečina ali krči, občutljivost 
spodnjega abdomna ter vročina in levkocitoza. Telesna temperatura je običajno srednje 
visoka, lahko pa naraste do 40,6 °C. Vrednost levkocitov pri bolnikih je 10.000−20.000 
levkocitov/mm3. Hipoalbuminemija je pogost simptom CDI, saj se tekom patogeneze 
izgubljajo proteini. Pri milejši obliki bolezni se sistemski simptomi ne pojavljajo (Bartlett 
in Gerding, 2008; Bartlett, 2008).  
 
Če se bolezen razvije v kolitis, se zraven običajnih simptomov v blatu pojavijo levkociti ter 
pride do vnetja debelega črevesja. Pri bolnikih s težjim potekom bolezni se lahko pojavi 
paralitični ileus, ki lahko vodi v toksični megakolon. Klinični znaki pri takšnih bolnikih so 
zraven običajnih simptomov še slabost, bruhanje, dehidracija, letargija in tahikardija. V 
nekaterih primerih bolnik s CDI nima driske. To se zgodi, ko se okužba razvije v 
paralitični ileus, ki onemogoča prehod blata čez črevesje. Pri napredovani bolezni lahko 
pride do levkemoidne reakcije (> 100.000 levkocitov/mm3), šoka, ledvične odpovedi 
(Bartlett in Gerding, 2008). Simptomi zunaj črevesja so redki, razen pri občasnih primerih 
poliartritisa velikih sklepov. Do perforacije črevesne stene prihaja poredko (Bartlett, 2008). 
 
Pri težjem poteku z okužbo CDI se pojavijo vnetne lezije ter se v debelem črevesju 
formirajo 2−10 mm rumenkaste psevdomembrane, kar je tipično za PMC (Rupnik in sod., 
2009; Goudarzi in sod., 2014). PMC je skoraj vedno povezan s C. difficile (> 95 %), 
vendar vsaka okužba s to bakterijo ne vodi v razvoj psevdomembranskih lezij (Rodriguez-
Palacios in sod., 2013). 
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Osebe, ki se okužijo s sporami toksigenega seva C. difficile in ne razvijejo kliničnih 
znakov, so asimptomatski prenašalci okužbe. Pri takšnih osebah se razvije robustnejši 
antitoksinski imunski odziv kot pri bolnikih z bolezenskimi simptomi (Martin in sod., 
2016). Nosilci C. difficile ne zbolijo za CDI, lahko pa so potencialni vir za okužbo za 
ostale osebe, s katerimi pridejo v stik. 
 
2.2.3 Diagnostika 
 
Diagnoza okužbe s CDI se postavi na podlagi laboratorijskih analiz vzorca blata (Bartlett 
in Gerding, 2008). V diagnostiki se uporabljajo: kultivacija, hitri testi, citotoksični testi 
(redko) in molekularne metode. Za optimalne rezultate laboratorijske diagnostike je 
potrebno, poleg testiranja vzorcev s toksinskimi testi, osamiti patogena na gojišču 
(Delmée, 2001). Opisanih je mnogo različnih medijev, ki izkoriščajo sposobnost C. 
difficile, da fermentira fruktozo. Najpogosteje se uporablja selektivno agarno gojišče 
CCFA (cikloserin cefoksitin fruktozni agar) (Burnham in Carroll., 2013). Gojišče je 
komercialno dostopno pri različnih podjetjih. Direktno inokulirani vzorci se inkubirajo v 
anaerobni atmosferi 48 ur (Delmée, 2001). Za boljše rezultate so v gojišče CCFA začeli 
dodajati žolčne soli in tauroholat, kar je spodbudilo germinacijo spor, in začeli uvajati 
predobdelavo vzorcev z alkoholnim šokom, s čimer se poveča selektivnost metode (Perry 
in sod., 2010). Obstajajo alternativne različice tega gojišča, s katerimi so avtorji želeli 
povečati občutljivost metode (Aspinall in Hutchinson, 1992; Wilcox in sod., 2000). Na 
trgu so dostopne tudi selektivne, kromogene plošče, ki obarvajo kolonije bakterije C. 
difficile črno in pospešijo identifikacijo bakterije (ChromID C. difficile agar, bioMérieux). 
Pri epidemioloških raziskavah je kultivacija vzorcev nepogrešljiva metoda. Smiselna je 
tudi selektivna bogatitev, kar pri diagnostiki ni potrebno (Båverud, 2002).  
 
Obstajata dva referenčna testa, ki imata različne tarče. Test celične citotoksičnosti (CTA; 
angl. Cell cytotoxicity assay) zaznava toksin neposredno v blatu. Filtrat blata nanesemo na 
celično linijo in ob pozitivnem rezultatu C. difficile toksin dokažemo z nevtralizacijo 
citotoksičnega efekta z antitoksinskimi protitelesi. Pri drugem testu s toksigeno kulturo 
dokažemo izolate, ki so sposobni producirati toksin Pri toksigeni kulturi vzorec 
kultiviramo in pri dobljenih izolatih C. difficile testiramo citotoksičnost (Martin in sod., 
2016). Med hitre teste spadajo encimsko-imunski testi (EIA; angl. Enzyme immunoassay), 
ki v vzorcu zaznavajo toksin A in B ter se pogosto uporabljajo v diagnostiki (Lessa in sod., 
2012). Test GDH (angl. Glutamate dehydrogenase) zaznava antigen v celični steni, ki ga 
izdelujejo toksigeni in netoksigeni sevi C. difficile. Molekularne metode PCR in PCR v 
realnem času temeljijo na dokazovanju prisotnosti gena za toksin A ali B (Martin in sod., 
2016). 
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2.2.4 Zdravljenje in preprečevanje CDI 
 
Pri večini bolnikov je potrebna antimikrobna terapija (Goudarzi in sod., 2014). Za 
zdravljenje okužb se uporabljajo vankomicin, fidaksomicin in metronidazol (Bagdasarian 
in sod., 2015). Antimikrobna sredstva ciljajo na metabolno aktivne celice, zato nimajo 
učinka na spore, prav tako je C. difficile lahko odporna proti mnogim antimikrobnim 
sredstvom, kar ji skupaj s sporulacijo omogoča preživetje kljub uporabi antibiotikov (Smits 
in sod., 2016). CDI ima visoko stopnjo ponovljivosti. Do ponovne okužbe po prvotnemu 
pojavu CDI pride pri 15−30 % bolnikov, z večimi ponovitvami CDI se viša tveganje za 
nadaljnje ponovitve. Pri ponavljajoči se okužbi je antimikrobno zdravljenje uspešno med 
30 % in 80 % primerov (Drekonja in sod., 2015). Ob uporabi fidaksomicina (13 %) je 
delež ponovnih okužb manjši kot ob uporabi vankomicina (25 %) (Smits in sod., 2016). 
  
Bolnikom s težjim potekom bolezni ali s ponavljajočo se okužbo s CDI se zraven 
antibiotičnega zdravljenja priporoča zdravljenje s probiotiki, terapije z intravenoznimi 
imunoglobulini, zdravljenje s smolami, ki delujejo kot anionski izmenjevalci in se vežejo 
na toksine, največkrat pa je v teh primerih izbor transplantacija fekalne mikrobiote (FMT; 
angl. Fecal microbiota transplantation) in rektalna bakterioterapija (RBT; angl. Rectal 
bacteriotherapy) (Bartlett, 2008). Pri terapiji z donorskim blatom se donorski feces z 
normalno mikrobno združbo suspendira in se uporabi za vzpostavitev zdrave črevesne 
mikrobiote pri bolnikih (Rupnik, 2015). Glede na pretekle raziskave je bila FMT uspešna 
metoda za zdravljenje CDI pri 80 % bolnikov s ponavljajočo okužbo in v 55 % primerov 
trdovratne bolezni (Drekonja in sod., 2015). 
 
2.3 TIPIZACIJSKE METODE 
 
Od spoznanja, da je C. difficile patogena bakterija, so uporabili širok nabor metod za 
tipizacijo. V začetku so tipizirali z metodami, ki temeljijo na fenotipskih lastnostih, mednje 
sodijo imuno-blot analiza, tipizacijska shema z bakteriocinom in bakteriofagom, 
antibiogrami, pirolizna masna spektrometrija, poliakrilamidna gelska elektroforeza celičnih 
proteinov in serološke analize (Collins in sod., 2015). Delmée in sod. (2001) so izboljšali 
metodo serologije in razvili serotipizacijsko shemo, ki je razlikovala med devetnajstimi 
serološkimi skupinami. Ta metoda se je pogosto uporabljala kot standard, kadar se je 
delala primerjava z ostalimi postopki tipiziranja (Brazier, 2001). 
 
Danes se za tipizacijo C. difficile uporabljajo različne molekularne metode. Med pogosto 
uporabljene genotipske metode spadajo PCR-ribotipizacija, pulzna gelska elektroforeza 
(PFGE; angl. Pulsed field gel electrophoresis), hkratna analiza večjega števila lokusov z 
variabilnim številom tandemskih ponovitev (MLVA; angl. Multiple locus variable number 
tandem repeat analysis), toksinotipizacija in tipizacija zaporedij multiplih lokusov (MLST; 
angl. Multilocus sequencing typing). Zraven teh metod je mnogo drugih, ki se uporabljajo 
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redkeje ali pa so bile opuščene. Mednje sodijo polimorfizem restrikcijskih fragmentov 
celotne DNA (REA; angl. Restriction enzyme analysis), verižna reakcija s polimerazo s 
poljubnim začetnim oligonukleotidom, rep-PCR, polimorfizem dolžin pomnoženih 
fragmentov (AFLP; angl. Amplified fragment length polymorphism), alternativna 
serotipizacija proteina SlpA in analiza polimorfizma dolžin restrikcijskih fragmentov gena 
fliC (Collins in sod., 2015). Metoda sekveniranja celotnega genoma (WGS; angl. Whole 
genome sequencing) ima potencial podati boljše epidemiološke informacije kot 
ribotipizacija, saj omogoča boljše razlikovanje med sorodnimi sevi (Huber in sod., 2013; 
Durovic in sod, 2018). Ta metoda prav tako daje filogenetske informacije za razumevanje 
sorodnosti sevov (Martin in sod., 2016). 
 
2.3.1 PCR-ribotipizacija 
 
PCR-ribotipizacijo so razvili Kostman in sod. (1992), metoda se je izkazala za ponovljivo, 
preprosto in relativno poceni. Pozneje jo je Gürtler (1993) prilagodil za tipiziranje sevov C. 
difficile. Metoda temelji na primerjavi več alelov operona rRNA, ki se razlikujejo po 
dolžini medgenskih regij (ISR; angl. Intergenic spacer region), lociranih med 16S in 23S 
rRNA genoma. Vzrok za variabilnost v dolžini ISR pripisujejo nepravilnemu parjenju 
zdrsnjenih verig in/ali homologni rekombinaciji. Z uporabo enega oligonukleotida v genu 
16S rRNA in drugega v genu 23S rRNA dobimo pomnoženih toliko različno dolgih 
fragmentov, kolikor je različnih alelov operona rRNA na bakterijskem kromosomu. Kot 
rezultat dobimo na gelu vzorec fragmentov, dolgih od 200–700 bp. PCR-ribotipe določamo 
tako, da dobljene vzorce fragmentov primerjamo z referenčnimi PCR-ribotipi v ustreznem 
programu z vgrajeno referenčno bazo (Janezic in sod., 2014a). Postopek PCR-
ribotipizacije so optimizirali z izbiro začetnih oligonukleotidov, ki so bližje medgenski 
regiji. Manjši kot je pomnožek PCR, lažje ga je ločiti na agaroznem gelu (Bidet in sod., 
1999). 
 
Obstajata dve različici PCR-ribotipizacije. Prva uporablja standardno analizo vzorca, 
dobljenega s klasično gelsko elektroforezo. Pri drugi pa pomnožene fragmente ločimo s 
kapilarno elektroforezo (Indra in sod., 2008). Pred kratkim so Janezic in sod. (2011) opisali 
nov par začetnih oligonukleotidov, ki omogočata direktno PCR-ribotipizacijo iz vzorca 
blata, s čimer se izognemo kultivaciji izolatov. Izolati dobijo enako oznako kot referenčni 
PCR-ribotipi, za katere velja Cardiff/Leeds nomenklatura (001, 002, …) (Janezic in sod, 
2011).  
 
2.3.2 Toksinotipizacija 
 
Toksinotipizacijo so razvili Rupnik in sod. (1998). Metoda temelji na analizi PCR-RFLP 
(angl. Restriction fragment length polymorphism) variabilnih regij toksinskih genov regije 
PaLoc, na podlagi katere razvrščamo seve v toksinotipe. Ugotovili so, da sta najbolj 
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variabilna fragmenta B1 (katalitična domena toksina B) in A3 (vezavna domena toksina 
A). Iz tega razloga pomnožujemo samo ta dva fragmenta in ne celotne regije PaLoc. 
Spremembe v toksinskem lokusu variantnih sevov pripisujemo insercijam, delecijam in 
točkovnim mutacijam. Po razrezu pomnožkov PCR z restrikcijskimi encimi HincII/AccI 
(B1) in z EcoRI (A3) primerjamo dobljen vzorec fragmentov na gelu z referenčnimi 
toksinotipi in določimo izolatu toksinotip (Rupnik, 2008). Sevi, ki nimajo sprememb v 
toksinskem lokusu, v primerjavi z referenčnim sevom VPI 10463, spadajo v toksinotip 0 in 
so definirani kot nevariantni sevi. Ostali sevi, ki imajo spremembe v genu tcdA in tcdB, so 
variantni sevi in so razvrščeni v 34 toksinotipov, ki jih označujemo z rimskimi številkami 
(I-XXXIV). Toksinotipi, ki nimajo sprememb med fragmentom B1 in A3, a imajo 
spremembe nekje drugje, so uvrščeni dalje v podtipe (a, b, c, …) (Rupnik in Janezic, 
2016).  
 
A-B+ sevi so bili prvi opisani variantni sevi C. difficile. Variantni toksinotipi obstajajo tudi 
v drugačnih kombinacijah ali proizvajajo toksine s spremenjenimi lastnostmi. Veliko jih 
proizvaja tudi tretji toksin, CDT. Za nevariantne seve in toksinotipe z manjšimi 
spremembami v regiji PaLoc je produkcija CDT neobičajna (Rupnik, 2010).  
 
Pri večini netoksigenih sevov je regija PaLoc zamenjana z ohranjeno 115 bp dolgo 
nekodirajočo regijo. V eni izmed raziskav so dokazali, da se regija PaLoc lahko prenese s 
horizontalnim prenosom v netoksigene seve tako, da ti postanejo toksigeni (Brouwer in 
sod., 2013). 
 
2.4 EPIDEMIOLOGIJA 
 
2.4.1 C. difficile pri ljudeh 
 
Bakterija C. difficile je del normalne črevesne mikrobiote pri 1–3 % zdravih odraslih ljudi 
(Barbut in sod., 2011). Zgodnje študije o povezavi med starostjo in CDI so pokazale, da 
imajo novorojenčki najvišjo stopnjo koloniziranosti z bakterijo C. difficile s prisotnim 
toksinom v blatu in so edina starostna skupina, ki ne razvije kliničnih simptomov. 
Domnevali so, da je razlog temu odsotnost receptorjev za toksin C. difficile v debelem 
črevesju dojenčkov. Bolezen se pojavi pri otrocih starejših od enega leta, vendar relativno 
redko, glede na uporabo antibiotikov. Dovzetnost za okužbo narašča s starostjo (Bartlett, 
2008).  
 
Pri ljudeh je karakteriziranih približno 800 PCR-ribotipov. V Evropi je prevalenčni PCR-
ribotip 014/020 (toksinotip 0), ta ribotip v zadnjih letih prevladuje tudi v Severni Ameriki, 
kjer se pogosto pojavlja tudi ribotip 106 (Cheknis in sod., 2018). Na Japonskem in Koreji 
se pri ljudeh pogosto pojavlja PCR-ribotip 017 (toksinotip VIII) (Janezic in sod., 2012). 
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2.4.1.1  Bolnišnične okužbe 
 
C. difficile je ena izmed pogostejših črevesnih patogenih bakterij, s katero se ljudje okužijo 
v bolnišničnem okolju (Davies in sod., 2016). V bolnišnicah po Evropi od 10.000 
bolnikov, ki prenočijo, zboli povprečno sedem ljudi. Incidenca je podobna v ZDA, kjer je 
C. difficile glavna povzročiteljica bolnišničnih okužb s 14.000 smrtnimi primeri letno 
(Martin in sod., 2016). Bolnišnično okolje je nevarno za okužbo s CDI, saj se na relativno 
majhnem območju nahaja veliko bolnikov, med katerimi je prisotnih veliko starejših oseb, 
ki so dovzetne za okužbo. Od 30 % do 40 % bolnikov se zdravi z antibiotiki, kar še 
dodatno poveča možnosti okužbe in prenosa CDI (Bartlett, 2008). Vir bolnišničnih okužb 
so bolniki ali asimptomatski nosilci bakterije, kontaminirano okolje, predmeti ali 
zdravstveni delavci (Martin in sod., 2016).  
 
V začetku drugega tisočletja se je povečal pojav težje potekajoče okužbe s CDI z visoko 
stopnjo ponovljivosti in visoko smrtnostjo predvsem v Kanadi, ZDA in Evropi. Te izbruhe 
CDI so leta 2005 povezali z variantnim sevom C. difficile, ki je rezistenten na 
fluorokinolone, producira visoke koncentracije toksina, je hitro prenosljiv, producira CDT  
in je sposoben visoke stopnje sporulacije. Sev je toksinotipa III, po metodi REA je uvrščen 
v skupino BI, po metodi PFGE je pulsotipa NAP1, uvrščamo ga v PCR-ribotip 027 
(Rupnik in sod., 2009; Goudarzi in sod., 2014). Čeprav povišano incidenco za CDI pogosto 
pripisujejo PCR-ribotipu 027, so v nekaterih primerih, odvisno od države, z izbruhi 
povezani tudi drugi sevi, npr.: ribotip 106 v Veliki Britaniji, ribotip 053 v Avstriji ter 
ribotip 018 v Italiji (Janezic in sod., 2012). Najpogostejši PCR-ribotipi, ki povzročajo 
okužbe pri ljudeh, so 027 (22,9 %), 001 (7,5 %), 014 (6,7 %), 078 (5,1 %), 002 (4,2 %) in 
020 (4,2 %) (ECDC, 2018).  
 
2.4.1.2  Okužbe v domačem okolju 
 
CDI so v zgodnjih letih običajno povezovali z bolnišničnim okoljem (Kim in sod., 1981; 
McFarland in sod., 1989). Raziskave okužb v domačem okolju v letih med 1980 in 1990 so 
pokazale, da je bakterija prisotna tudi v vodah v urbanih regijah, v prsti, na koreninah 
zelenjave in pri živalih. Avtorji so predpostavili, da so živali in kontaminirana živila možni 
rezervoarji C. difficile (Borriello in sod., 1983; al Saif in Brazier, 1996; Rieu-Lesme in 
Fonty, 1999). Okužbam v domačem okolju so začeli posvečati pozornost šele v začetku 
novega tisočletja (Rodriguez-Palacios in sod., 2013). Izraz okužba s CDI v domačem 
okolju (CA-CDI; angl. Community-associated Clostridium difficile infection) uporabljamo 
pri obolelih v skupnosti, ki vsaj 12 tednov niso bili predhodno hospitalizirani in/ali se jim 
simptomi pojavijo 48 ur po sprejemu v bolnišnico (Martin in sod., 2016; Kim in Zhu, 
2017). Raziskave v ZDA, Kanadi in Evropi so pokazale, da je 20−27 % vseh primerov 
okužb v domačem okolju (Goudarzi in sod., 2014). Khanna in sod. (2012) so v svoji 
raziskavi pripisali CA-CDI kar 41 % vseh primerov CDI. 
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CA-CDI se pojavlja tudi pri ljudeh, ki nimajo tipičnih dejavnikov tveganja. To je potrdilo 
več raziskav, v katere so bili vključeni primeri obolelih s CDI, ki so bili mlajši od 65 let, 
niso bili predhodno hospitalizirani, niso imeli drugih bolezni in/ali niso nedavno jemali 
antibiotikov (Wilcox in sod., 2008; Bauer in sod., 2009; Hirshon in sod., 2011). 
      
Možne poti prenosa okužbe so: iz osebe na osebo, iz živali na osebo, zaužitje spor 
(kontaminirana živila), iz okolja na osebo (Bloomfield in Riley, 2016). K razsoju bakterije 
v okolju pripomorejo tudi asimptomatski nosilci. V to skupino uvrščamo tudi dojenčke 
mlajše od dveh let, za katere je znan visok odstotek koloniziranosti (Kim in Zhu, 2017).  
 
2.4.2 C. difficile v hrani 
 
Gurian in sod. so predlagali živila kot vir spor že leta 1982 (Gurian in sod., 1982). 
Mulligan (1984) je razliko v črevesni koloniziranosti s C. difficile med Zahodno in 
Japonsko populacijo pripisala ravno raznoliki prehrani in pri tem posumila živila kot 
možen vir bakterije. Mnogi avtorji so predlagali domače živali kot potencialen rezervoar C. 
difficile (Songer, 2004; Rodriguez-Palacios in sod., 2006; Indra in sod., 2009; Gould in 
Limbago, 2010), iz tega je sledila domneva, da bi tudi živila živalskega izvora lahko bila 
vir okužbe s C. difficile (Rupnik, 2007). Iz Kanade so poročali o prisotnosti spor C. 
difficile v 20 % vzorcev mlete govedine in teletine. Večina izolatov je bila toksigenih in 
sorodnih s sevi, ki se običajno pojavljajo pri ljudeh (Rodriguez-Palacios in sod., 2007). V 
Evropi je kontaminacija mesa za prodajo s C. difficile veliko nižja kot v ZDA in Kanadi, so 
pa beležili prisotnost bakterije v drugih živilih (Gould in Limbago, 2010). Na Škotskem je 
v raziskavi s pripravljenimi solatami bilo pozitivnih 7,5 % vzorcev (Bakri in sod., 2009). V 
Italiji so v školjkah beležili 49 % pozitivnih vzorcev, več kot polovica izolatov je bila 
toksigenih (Pasquale in sod., 2012). Pred kratkim so v Sloveniji iz zelenjave osamili C. 
difficile iz 18,2 % vzorcev, najvišji delež pozitivnih vzorcev je imel krompir (28 %) 
(Tkalec in sod., 2019). Pri bolnih in zdravih živalih je možen prenos spor iz prebavnega 
trakta v mišičje (Rupnik in Songer, 2010). Pri iskanju izvora C. difficile v živilih moramo 
biti previdni, saj je možen tudi prenos iz človeka ali okolja med predelavo ali distribucijo 
živila (Jöbstl in sod., 2010). 
 
2.4.3 C. difficile pri živalih 
 
Glavni rezervoar C. difficile je prebavni trakt ljudi in toplokrvnih živali (Hoover in 
Rodriguez-Palacios, 2013). Podobno kot pri ljudeh je razvoj bolezni pri živalih povezan s 
porušitvijo normalne črevesne mikrobiote (Rupnik in sod., 2009). C. difficile povzroča 
bolezni pri konjih, psih, nojih, zajcih, mačkah in prašičih (Arroyo in sod., 2005). Bakterijo 
so izolirali tudi iz blata goveda, kamel, oslov, hrčkov, kače ter iz vsebine debelega črevesja 
Vedelovega tjulna (Levett, 1986). Osamili so jo tudi iz blata divjadi (French in sod., 
Thakur in sod., 2011) in eksotičnih živali (Bojesen in sod., 2006; Silva in sod., 2013; 
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Álvarez-Pérez in sod., 2014). Bakterijo so osamili tudi iz zajcev, koz, mačk in psov 
(Janezic in sod., 2014b). 
 
Pri večini domačih živalih (perutnina, govedo, prašiči) so opazili, da so mlajše živali 
pogosteje kolonizirane kot starejše (Rodriguez-Palacios in sod., 2012). Mnoge raziskave so 
pokazale, da so ljudje in domače živali kolonizirane z enakimi PCR-ribotipi, kar nakazuje 
na možnost zoonotskega prenosa (Arroyo in sod., 2005; Zidaric in sod., 2008; Janezic in 
sod., 2014b; Knetsch in sod., 2018).  
 
Zdi se, da je toksinotip V (ribotip 078) še posebej prilagojen na živalske gostitelje (Rupnik, 
2008). Mnogokrat so ga izolirali iz blata ali mesa prašičev in goveda (Songer, 2004; 
Rodriguez-Palacios in sod., 2006; Keel in sod., 2007; Goorhuis in sod., 2008; Debast in 
sod., 2009). V Severni Ameriki so ga izolirali iz kokošjega blata ali iz kokošjega in 
puranjega mesa (Songer in sod., 2009; Weese in sod., 2010b; Harvey in sod., 2011; 
Varshney in sod., 2014). Pri konjih so poleg omenjenega ribotipa osamili tudi druge PCR-
ribotipe (001, 027, 012, 014), ki se prav tako kot ribotip 078 pojavljajo v človeški 
populaciji (Medina-Torres in sod., 2001; Thean in sod., 2011). Leta 2014 so v Evropski 
mednarodni raziskavi izpostavili druge ribotipe, ki se pojavljajo pri domačih živalih, npr. 
pri prašičih so to PCR-ribotipi 150, 002, 045 in 081, pri govedu pa ribotipi 033, 014/020, 
002 in 012 (Janezic in sod., 2014b). V slovenski raziskavi, v kateri so iz pozitivnih vzorcev 
(38/61) kokošjega blata določili kar 12 PCR-ribotipov, nobeden ni spadal v toksinotip V 
(sevom so določili toksinotip 0, toksinotip IV ali pa so bili netoksigeni) (Zidarič in sod., 
2008).  
 
2.4.3.1  C. difficile pri hišnih ljubljenčkih 
 
Veliko avtorjev je izpostavilo hišne ljubljenčke kot rezervoar bakterije C. difficile. 
Bakterijo so pogosto osamili iz vzorcev odvzetim psom in/ali mačkam (Borriello in sod., 
1983; Weber in sod., 1989; Riley in sod., 1991; O'Neill in sod., 1993; Perrin in sod., 1993; 
Struble in sod., 1994; Madewell in sod., 1999; Lefebvre in sod., 2006; Clooten in sod., 
2008). Pri obeh živalskih vrstah so mnogokrat osamili netoksigeni ribotip 010 (Keel in 
sod., 2007; Koene in sod., 2012; Wetterwik in sod., 2013) in ribotip 014/020 (Spigaglia in 
sod., 2015; IZSVe, 2016; Andrés-Lasheras in sod., 2018; Rabold in sod., 2018). Drugi 
ribotipi, ki se pojavljajo v pasjih vzorcih so ribotip 001 (Weese in sod., 2010a), 012 
(Koene in sod., 2012; Hussain in sod., 2015), SLO 066 (Schneeberg in sod., 2012), 056, 
078 (Álvarez-Pérez in sod., 2015) in 077 (Keel in sod., 2007). Stopnja koloniziranosti 
živali je na veterinarskih klinikah in v zavetiščih višja kot v gospodinjstvih. Veliko 
živalskih sevov je glede na ribotip enakih sevom, ki jih najdemo pri ljudeh (Weese in sod., 
2010a).  
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C. difficile je povzročitelj okužbe pri 10–21 % psov z drisko (Marks in sod., 2011). 
Dejavniki tveganja za CDI pri psu so: imunokompromiran lastnik, uporaba antimikrobnih 
snovi (pes ali lastnik), stik z otroki in obiskovanje bolnišnic (Lefebvre in sod., 2009). Pri 
večini raziskav so bakterijo osamili iz vzorcev blata ali rektalnih brisov (Struble in sod., 
1994; Marks in sod., 2002). Lefebvre in sod. (2006) so pri študiji s terapevtskimi psi, ki 
obiskujejo zdravstvene ustanove, jemali vzorce blata in pasjih dlak, brise sluhovoda, brise 
žrela ter rektalne, nazalne in oralne brise (Lefebvre in sod., 2006). V podobni študiji so 
poleg pasjih dlak vzorčili dlani vodnikov in sprednje dele pasjih tačk (Lefebvre in Weese, 
2009). Obe študiji sta pokazali, da psi lahko pridobijo C. difficile v zdravstvenih ustanovah 
bodisi iz okolja bodisi preko kontakta z ljudmi.  
 
Pred kratkim so strokovnjaki predlagali FMT kot del veterinarske prakse pri zdravljenju 
majhnih živali. Enako kot pri ljudeh bi na ta način vzpostavili zdravo črevesno mikrobioto 
in s tem zavrli razrast patogenih bakterij, med drugim tudi bakterije C. difficile (Chaitman 
in sod., 2016). Problematično dejstvo je, da so tudi zdravi psi lahko prenašalci C. difficile 
(Álvarez-Pérez in sod., 2015). V današnjem času so hišni ljubljenčki kot družinski člani; 
imajo dostop do celotne hiše, med drugim tudi do postelj, kavčev ter kuhinjskih in jedilnih 
prostorov. Otroci so pogosto v bližnjem stiku z živaljo, npr. dovolijo psu, da jih ližejo po 
obrazu, psi in mačke spijo z njimi v isti postelji. Vse to lahko prispeva k prenosu bakterije 
znotraj gospodinjstva in posledično prinaša tveganje za CDI (Rodriguez in sod., 2016).  
 
2.4.4 C. difficile v okolju 
 
Poleg simptomatskih in asimptomatskih ljudi in živali ter kontaminiranih živil so verjetno 
pomembni tudi okoljski rezervoarji bakterije (voda, prst) in gospodinjstva. Hafiz (1974) je 
bil eden izmed prvih, ki je osamil bakterijo iz vzorcev prsti in peska. Iz vzorcev prsti so jo 
izolirali tudi mnogi drugi (Lindberg in sod., 1955; Kim in sod., 1981; al Saif in Brazier, 
1996; Båverud in sod., 2003). Al Saif in Brazier (1996) sta objavila obširno študijo, v 
kateri so uspeli izolirati C. difficile iz rečnih, morskih in stoječih voda ter iz bazenske vode. 
Bakterijo so izolirali tudi iz prsti, bolnišničnega okolja in stanovanjskih objektov, manjše 
število jih je bilo iz blata živali in zelenjave (al Saif in Brazier, 1996). V slovenski 
raziskavi so bakterijo C. difficile našli v 17 (68,0 %) od 25 vzorčenih rek. Več kot polovica 
določenih genotipov se je prekrivala z genotipi, ki se pojavljajo pri ljudeh in živalih 
(Zidaric in sod., 2010). Janezic in sod. (2016) so v drugi slovenski raziskavi osamili 
bakterijo iz 14,4 % vzorcev vode iz luž in v 36,7 % vzorcev prsti. Izolate so uvrstili v 34 
različnih PCR-ribotipov, od katerih je bilo 52,9 % najdenih pri ljudeh in/ali živalih. Alam 
in sod. (2014) so bakterijo našli tudi v gospodinjstvih (na podplatih copatov in čevljev, 
kopalniških površinah, v prahu in na ostalih površinah v stanovanju). V raziskavi so se 
pojavili genotipsko raznoliki izolati, ki jih lahko najdemo pri ljudeh. Na podlagi podatkov 
lahko sklepamo, da je okolje potencialen rezervoar genetsko raznolikih sevov bakterije C. 
difficile (Janezic in sod., 2016).  
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL 
 
3.1.1 Laboratorijska oprema in pribor 
 
Tekom raziskovalnega dela smo v laboratoriju uporabili sledečo opremo in pribor: 
 plastične centrifugirke (50 ml), 
 pakirane navlažene sterilne gobice (Polywipe, MWE), 
 plinski gorilnik, 
 kovinske pincete, škarje, žlice, 
 sterilne rokavice iz lateksa in nitrila (Kimtech), 
 plastične mikrocentrifugirke (0,2 ml, 1,5 ml in 2 ml; Eppendorf), 
 stojala za mikrocentrifugirke, 
 avtomatske pipete in nastavki za pipete (Eppendorf), 
 flomaster, 
 steklene čaše, merilni valj, erlenmajerice, 
 tehtnica, 
 avtoklav, 
 anaerobna komora (Don Whitley Scientific), 
 laminarij, 
 inkubator, 
 stresalnik, 
 centrifuga (Mini spin plus, Eppendorf), 
 odlagalnik, 
 plastične cepilne zanke, 
 vodna kopel, 
 hladilnik (4 °C),  
 zamrzovalna skrinja (-20 °C), 
 komora za pripravo vzorcev za reakcijo PCR, 
 hladilni blok, 
 ciklični termostat (T3000, Biometra), 
 elektroforetska banjica,  
 nosilec za gel in glavnički, 
 naprava za elektroforezo (Bio-Rad), 
 magnetno mešalo, 
 mešalni magnet, 
 digestorij, 
 mikrovalovna pečica, 
 parafilm, 
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 sistem za slikanje gelov (Gel Imaging System G:BOX Chemi XL, Syngene), 
 računalnik (program GeneSys, program BioNumerics), 
 zabojnik za odpadne gele, 
 aluminijasta folija, 
 filtrirni papir. 
 
3.1.2 Gojišča 
 
Bogatitveno gojišče BHIST 
Brain heart infusion broth (BHI) 18,5 g 
L- cistein       0,5 g 
Kvasni ekstrakt      2,5 g 
Tauroholat       0,5 g 
dH2O              500 ml 
Po avtoklaviranju smo dodali suplement SR0096 (Clostridium difficile selective 
supplement):  
Cefoksitin              4,0 mg 
D- cikloserin          250,0 mg 
Suplement v prahu smo raztopili v 2 ml dH2O ter ga nato dodali v gojišče BHIST. 
Proizvaja ga podjetje Oxoid (Velika Britanija). 
 
Selektivno gojišče CDIF (chromID C. difficile agar) 
Je komercialno selektivno kromogeno gojišče, ki ga proizvaja podjetje BioMérieux 
(Francija). Vsebuje različne peptone, kromogeni substrat za zaznavo specifičnih 
metabolnih encimov C. difficile, tauroholat, ki spodbuja germinacijo spor ter mešanico 
antibiotikov, ki zavirajo rast večine po Gramu pozitivnih in po Gramu negativnih bakterij, 
plesni in kvasovk. 
 
Gojišče COH (krvni agar) 
Proizvaja ga podjetje BioMérieux (Francija). Vsebuje kolumbijski agar z dodano 5 % 
konjsko krvjo. 
 
3.1.3 Pufri, raztopine in reagenti 
 
Pufer TBE (5 x) 
Baza Tris     54,0 g 
Borova kislina    27,5 g 
0,5 M EDTA (pH 8,0)   20 ml 
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Z ddH2O smo dopolnili do 1000 ml in tako pripravljen pufer shranili pri temperaturi 4 °C. 
Pred uporabo smo pufer 10 x redčili z ddH2O in tako pripravili pufer v delovni 
koncentraciji (0,5 x TBE). 
 
Pufer TAE (50 x) 
Baza Tris             121,0 g 
Acetat             51,1 ml 
0,5 M EDTA (pH 8,0)     50ml 
Z ddH2O smo dopolnili do 500 ml in tako pripravljen pufer shranili pri temperaturi 4 °C. 
Pred uporabo smo pufer 50 x redčili z ddH2O in tako pripravili pufer v delovni 
koncentraciji (1 x TAE). 
 
5 % vodna raztopina »Chelex« 
»Chelex-100 Resin«  (Bio-Rad) 0,25 g 
ddH2O         5 ml 
Raztopino Chelexa smo premešali ter jo shranili pri temperaturi 4 °C. 
 
Delovna raztopina standardne lestvice DNA       
Založna raztopina standardne lestvice DNA: 100 bp DNA Ladder ali 2-Log DNA  
ladder (0,1–10,0 kb); (New England Biolabs)       10 µl 
Nanašalni pufer           30 µl 
ddH2O            60 µl 
Delovno raztopino standardne lestvice DNA smo hranili pri temperaturi 4 °C. 
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3.2 METODE 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 1: Shematski prikaz poteka eksperimentalnega dela na terenu in v laboratoriju. Slika prikazuje ključne 
korake od vzorčenja do karakterizacije izolatov. CD-BTb PCR: pomnoževanje dela gena cdd3, ki je značilen 
za C. difficile in dela gena cdtB (gen za binarni toksin).  
Vzorčenje gospodinjstev 
(brisanje podplatov obuval 
in blazinic pasjih šap), 
vprašalnik 
Inkubacija brisov v bogatitvenem gojišču 
BHIST 
Alkoholni šok in osamitev C. difficile na 
selektivnem, kromogenem gojišču ChromID 
C. difficile 
Izolacija sevov v čisti 
kulturi na krvnem agarju 
Osamitev DNA 
Identifikacija izolatov s CD-BTb PCR 
PCR-ribotipizacija Toksinotipizacija 
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3.2.1 Vzorci 
 
Za eksperimentalni del magistrskega dela smo se odločili, da bomo vzorčili v dvajsetih 
gospodinjstvih. Vzorčenje je trajalo od marca do avgusta v letu 2016 na področju 
Podravske in Koroške regije. V vsakem gospodinjstvu smo vzorčili brise blazinic vseh 
štirih pasjih šap (z eno gobico smo pobrisali vse štiri blazinice), levega in desnega podplata 
čevljev (vsak čevelj smo pobrisali posebej) in  podplatov copat (oba copata z istim 
brisom). V enem gospodinjstvu smo vzorčili najmanj enega in največ tri pse, ki vsaj dva 
meseca pred vzorčenjem niso bili bolni. Lastnike smo prosili, da so neposredno pred 
vzorčenjem pse peljali na sprehod. Vzorčili smo čevlje, ki jih je lastnik psa imel obute na 
sprehodu. 
 
Na terenu smo imeli s seboj škatlo iz stiroporja (za transport vzorcev), flomaster, rokavice 
iz lateksa, plastično vrečko za uporabljene rokavice, sterilne centrifugirke in stojalo za 
centrifugirke. Skupaj z lastnikom smo na koncu izpolnili pripravljene anketne vprašalnike 
(priloga A). 
 
3.2.1.1  Priprava gobic 
 
Material za vzorčenje smo pripravili na dan vzorčenja ali dan prej. Aseptično, ob ognju, 
smo s  pomočjo škarjic in pincete razrezali navlažene sterilne gobice na tri enake dele in jih 
dali v centrifugirke (v vsako centrifugirko en kos gobice). Centrifugirke smo ustrezno 
označili z vnaprej dogovorjenimi oznakami in datumom vzorčenja. Gospodinjstva smo 
označili od G1-G20. Brise blazinic pasjih šap smo označili od 1–3 (odvisno od števila psov 
v gospodinjstvu), brise levega podplata s 4, brise desnega podplata 5, brise copatov pa smo 
označili s 6 (primer: bris desnega podplata čevlja pri gospodinjstvu G6 ima oznako G6-5). 
Kontrolo, s katero smo želeli preveriti uspešnost našega dela, smo označili s K. V enem 
dnevu smo vzorčili v največ treh gospodinjstvih. 
 
3.2.1.2  Vzorčenje gospodinjstev 
 
Pri jemanju brisov smo uporabljali lateks rokavice, ki smo jih menjali po odvzemu vsakega 
vzorca. S tem smo želeli preprečiti kontaminacijo naslednjega vzorca. Vzorčili smo v 
naslednjem zaporedju: 1. blazinice pasjih šap, 2. levi podplat, 3. kontrola, 4. desni podplat, 
5. podplati copatov. Pri nekaterih gospodinjstvih smo odvzeli dodatne brise (opisani v 
poglavju 4.1), za katere smo menili, da bi lahko bili zanimivi. Vzorce smo do naslednjega 
dne shranili v izolacijski transportni škatli. 
 
 
 
 
Mlakar S. Osamitev in karakterizacija bakterije Clostridium difficile z blazinic pasjih šap in podplatov obutve lastnikov psov. 22  
  Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
  
Preglednica 1: Pregled vzorčenih gospodinjstev in število odvzetih vzorcev v posameznih gospodinjstvih. 
Datum vzorčenja Gospodinjstvo Št. 
vzorcev 
Lokacija Tip 
stanovanjske 
enote 
23.03.2016 G1 4 vas hiša 
23.03.2016 G2 5 vas hiša 
6.04.2016 G3 7 vas hiša 
6.04.2016 G4 4 predmestje hiša 
6.04.2016 G5 4 vas hiša 
19.04.2016 G6 5 vas hiša 
19.04.2016 G7 4 mesto hiša 
19.04.2016 G8 5 mesto stanovanje 
5.05.2016 G9 5 vas hiša 
5.05.2016 G10 4 vas hiša 
5.05.2016 G11 4 vas hiša 
26.08.2016 G12 4 vas hiša 
26.08.2016 G13 4 mesto hiša 
26.08.2016 G14 4 mesto hiša 
10.07.2016 G15 5 vas hiša 
20.07.2016 G16 4 vas hiša 
20.07.2016 G17 7 vas hiša 
20.07.2016 G18 4 vas hiša 
23.08.2016 G19 4 vas hiša 
23.08.2016 G20 4 vas hiša 
 
 
3.2.2 Bogatitev in osamitev 
 
V laboratoriju smo vzorcem v centrifugirkah aseptično dolili 30 ml gojišča BHIST z 
dodanim suplementom SR0096. Inkubacija je trajala od 5–7 dni v anaerobni komori pri 
temperaturi 37 °C. Anaerobno atmosfero je sestavljal dušik (80 %), vodik (10 %) in 
ogljikov dioksid (10 %). 
 
Po najmanj petih dneh inkubacije smo naredili alkoholni šok. Pripravili smo 
mikrocentrifugirke z volumnom 2 ml, v katere smo odpipetirali po 1 ml absolutnega 
etanola. Dodali smo po 1 ml kulture ter mikrocentrifugirke rahlo premešali in jih pustili 
stati 30 minut pri sobni temperaturi. Nato smo mikrocentrifugirke centrifugirali 10 min na 
10.000 obratov/min, odstranili supernatant in pelet resuspendirali v 70 µl ddH2O. Enak 
volumen smo odpipetirali na kromogene plošče ChromID C. difficile in s plastično cepilno 
zanko naredili razmaz do posameznih kolonij. Plošče smo inkubirali 2–3 dni v anaerobni 
komori pri temperaturi 37 °C (Slika 2). 
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Slika 2: Kultura, porasla na selektivni plošči ChromID C. difficile. 
 
Po inkubaciji smo pregledali plošče. Iz vsake plošče smo naključno izbrali 16 morfološko 
ustreznih kolonij (črno obarvane, ploščate, hrapave, roječe kolonije) in jih osamili na 
krvnem agarju (gojišču COH). Izolati so dobili oznako od 1–16. Plošče smo inkubirali od 
1–2 dni v anaerobni komori pri temperaturi 37 °C. 
 
3.2.3 Osamitev DNA 
 
Za osamitev DNA smo uporabili kulturo iz svežih plošč krvnega agarja, ki smo jih 
inkubirali največ 48 ur. V mikrocentrifugirke z volumnom 1,5 ml smo odpipetirali 120 µl 5 
% vodne raztopine »Chelex-100 Resin« in v vsako dodali 1 µl zanko čiste kulture. 
Mikrocentrifugirke smo zmešali na mešalu in jih za 10 minut inkubirali v termobloku (99 
°C). Po inkubaciji smo mikrocentrifugirke 10 minut centrifugirali pri 12.000 obratov/min. 
Nato smo iz vsake mikrocentrifugirke odpipetirali dva alikvota po 35 µl supernatanta v 
sveži mikrocentrifugirki. Eno smo shranili pri temperaturi -20 °C, drugo pri temperaturi 4 
°C. S slednjo smo nadaljevali z delom. 
 
3.2.4 Identifikacija 
 
Preden smo nadaljevali s karakterizacijo, nas je zanimalo, ali naši izolati res spadajo v 
vrsto C. difficile. To smo preverili s pomnoževanjem dela gena cdd3, ki je značilen za C. 
difficile. Sočasno smo pomnoževali del gena ctdB, ki nosi zapis za binarni toksin.  
 
 
 
Mlakar S. Osamitev in karakterizacija bakterije Clostridium difficile z blazinic pasjih šap in podplatov obutve lastnikov psov. 24  
  Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
  
3.2.4.1 Multipla verižna reakcija s polimerazo za potrditev izolatov C. difficile in 
preverjanje prisotnosti gena za binarni toksin 
 
V mikrocentrifugirki z volumnom 1,5 ml smo pripravili reakcijsko mešanico za PCR in jo 
porazdelili v mikrocentrifugirke z volumnom 200 µl. Nato smo v vsako mikrocentrifugirko 
dodali DNA. Vsakič smo uporabili tudi pozitivno kontrolo (DNA kontrolnega seva) in 
negativno kontrolo (ddH2O). Reakcija PCR je potekala v cikličnem termostatu T3000 
(Biometra). Sestava reakcijske mešanice, uporabljeni začetni oligonukleotidi in program 
PCR so opisani v preglednicah 2,3 in 4. 
 
Preglednica 2: Sestava reakcijske mešanice za pomnoževanje dela gena cdd3 in dela gena cdtB z metodo 
PCR. 
 
 
Volumen reakcijske mešanice 
1 x 25 µl 
ddH2O 19,0 µl 
10 x  pufer PCR1 (Roche) 2,5 µl 
MgCl2 (25mM)  1,0 µl 
dNTP-ji (20 mM mešanica) 0,5 µl 
Mešanica začetnih oligonukleotidov (10 µM)2 0,25 µl 
Taq DNA-polimeraza (Roche) (5U/µl) 0,0625 µl 
DNA 2 µl »Chelex« DNA ali ddH2O ali 1,5 µl DNA 
kontrolnega seva 
1 Sestava 10 x pufra PCR: 100 mM Tris-HCl (pH 8.3); 500 mM KCl; 15 mM MgCl2; 0.01% želatina 
2 Mešanica začetnih oligonukleotidov: Tim6, Struppi6, cdtBpos, cdtBrev. Zmeša se 10 µl vsakega začetnega 
oligonukleotida v založni koncentraciji 100 µM in se doda 60 µl ddH2O 
 
Preglednica 3: Začetni oligonukleotidi, uporabljeni za pomnoževanje dela gena cdd3 in dela gena cdtB s 
PCR. 
Produkt 
PCR 
Program 
PCR 
Oznaka 
ZO1 
Nukleotidno zaporedje ZO Vir 
 
cdd3 
 
 
3step52 
Tim6 5'-TCCAATATAATAAATTAGCATTCCA-3' Braun in sod., 1996 
Struppi6 5'-GGCTATTACACGTAATCCAGATA-3' Braun in sod., 1996 
 
cdtB 
cdtBpos 5'-CTTAATGCAAGTAAATACTGAG-3' Stubbs in sod., 2000 
cdtBrev 5'-AACGGATCTCTTGCTTCAGTC-3' Stubbs in sod., 2000 
1 Začetni oligonukleotid 
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Preglednica 4: Program reakcije PCR za pomnoževanje dela gena cdd3 in dela gena cdtB (3step52). 
Temperatura Čas Število ciklov1 
93 °C 3 min - 
93 °C 45 s  
30 x 52 °C 1 min  
72 °C 1 min 20 s 
72 °C 10 min - 
1 V enem ciklu poteče denaturacija, prileganje začetnih oligonukleotidov in podaljševanje 
 
3.2.4.2  Ločevanje produktov PCR z gelsko elektroforezo 
 
Produkte reakcije CD-BTb PCR smo dokazovali v 1 % agaroznem gelu. Pripravili smo ga 
tako, da smo v čašo zatehtali 0,6 g agaroze ter dodali 60 ml pufra 0,5 x TBE. Raztopino 
smo segrevali v mikrovalovni pečici 2 minuti in jo nato previdno prelili v elektroforetski 
nosilec z glavničkom (11 vdolbinic). Strjeni gel smo brez glavnička prestavili v 
elektroforetsko banjico (Bio-Rad), v katero smo dolili pufer 0,5 x TBE do oznake. Za 
pripravo večjega gela (18 vdolbinic) smo zatehtali 1 g navadne agaroze in dolili 100 ml 
pufra 0,5 x TBE.  
 
V prvo vdolbinico smo odpipetirali 7 µl standardne lestvice 2-Log DNA Ladder (0,1-10 
kb, New England Biolabs). Nato smo 10 µl produkta PCR zmešali z 2,5 µl nanašalnega 
pufra in ga vnesli v vdolbinico. Elektroforeza je tekla 30 minut pri napetosti 120 V. Gel 
smo namakali 10 minut v raztopini etidijevega bromida, nato smo ga 10 minut namakali v 
ddH2O. Pobarvan gel smo poslikali in shranili v digitalni obliki z dokumentacijskim 
sistemom G:BOX Chemi (GeneSys, Syngene). 
 
3.2.5 Karakterizacija 
 
Izolate, za katere smo potrdili, da spadajo v vrsto C. difficile, smo v nadaljevanju še 
molekularno okarakterizirali. Določili smo jim PCR-ribotip ter toksinotip. 
 
3.2.5.1  PCR-ribotipizacija 
 
Izolatom smo določili PCR-ribotip tako, da smo pomnožili medgenski prostor med genoma 
16S in 23S rDNA in primerjali dobljeni profil pomnoženih fragmentov DNA na gelu z 
bazo referenčnih PCR-ribotipov. Ker smo iz vsakega pozitivnega vzorca osamili po 16 
izolatov, smo se odločili, da bomo najprej na presejalnih gelih pogledali, ali gre za klonske 
izolate, ki spadajo v isti  PCR-ribotip. Na podlagi presejalnih gelov smo za vsak vzorec 
izbrali samo izolate, ki so imeli drugačen vzorec fragmentov (so spadali v različne PCR-
ribotipe). Tem izolatom smo določili PCR-ribotip s pomočjo agaroznega gela, ki nam daje 
višjo resolucijo ločevanja fragmentov DNA kot navadni presejalni gel. 
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3.2.5.1.1 Pomnoževanje medgenskega prostora med 16S in 23S rDNA 
 
Verižno reakcijo s polimerazo smo izvedli po protokolu, ki so ga opisali Janezic in sod. 
(2011). V mikrocentrifugirko z volumnom 1,5 ml smo pripravili reakcijsko mešanico, ki 
smo jo porazdelili v mikrocentrifugirke z volumnom 200 µl. Dodali smo DNA in zagnali 
program. Reakcija PCR je potekala v cikličnem termostatu T3000 (Biometra). Sestava 
reakcijske mešanice, začetni oligonukleotidi in program reakcije PCR so opisani v 
preglednicah 5, 6 in 7.  
 
Za PCR-ribotipizacijo smo uporabili začetne oligonukleotide, ki so jih opisali Janezic in 
sod. (2011). Osnovani so bili na podlagi zaporedij DNA v medgenskem prostoru pri 29 
različnih PCR-ribotipih in imajo povečano specifičnost za C. difficile. Njihova prednost je, 
da se lahko uporabijo za direktno tipizacijo iz vzorca fecesa. 
 
Preglednica 5: Sestava reakcijske mešanice za pomnoževanje medgenskega prostora med 16S in 23S rDNA z 
metodo PCR. 
  Volumen reakcijske mešanice  
1 x 45 µl 
ddH2O 37,0 µl 
10 x  pufer PCR1 (Roche) 5,0  µl 
dNTP-ji (20 mM mešanica) 2,0  µl 
16S Ribo (50 µM) 1,0  µl 
23S Ribo (50 µM) 1,0  µl 
Taq DNA-polimeraza (Roche) (5U/µl) 0,25  µl 
DNA 3,0 µl »Chelex« DNA 
1 Sestava 10 x pufra PCR: 100 mM Tris-HCl (pH 8.3); 500 mM KCl; 15 mM MgCl2; 0.01% želatina 
 
Preglednica 6: Uporabljeni začetni oligonukleotidi za pomnoževanje medgenskega prostora med 16S in 23S 
rDNA s PCR. 
Oznaka ZO1 Program PCR Nukleotidno zaporedje ZO Vir 
16S Ribo Bidet 5'-GCTGGATCACCTCCTTCTAAG-3' Janezic in sod., 2011 
23S Ribo Bidet 5'-TGACCAGTTAAAAAGGTTTGATAGATT-3' Janezic in sod., 2011 
1 Začetni oligonukleotid 
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Preglednica 7: Program reakcije PCR za pomnoževanje medgenskega prostora med 16S in 23S rDNA. 
Temperatura Čas Število ciklov1 
95 °C 15 min - 
94 °C 1 min 
35 x 57 °C 1 min 
72 °C 1 min 
72 °C 15 min - 
1 V enem ciklu poteče denaturacija, prileganje začetnih oligonukleotidov in podaljševanje 
 
Po končani reakciji PCR smo naše pomnožke skoncentrirali na volumen ~ 25 µl tako, da 
smo pokrovčke mikrocentrifugirk in pokrov bloka pustili odprte in pomnožke PCR 45 
minut segrevali pri temperaturi 75 °C.  
 
3.2.5.1.2 Ločevanje produktov PCR z gelsko elektroforezo 
 
Izolate iz istega vzorca smo najprej preverili s presejalnim gelom. Pripravili smo 3 % 
agarozni gel tako, da smo v erlenmajerico zatehtali 1,8 g agaroze in dolili 60 ml pufra 0,5 x 
TBE. Raztopino smo segrevali v mikrovalovni pečici 2 minuti in jo nato previdno prelili v 
elektroforetski nosilec z nastavljenim glavničkom (11 vdolbinic). Ko se je gel strdil, smo 
odstranili glavniček in ga prestavili v elektroforetsko banjico (Bio-Rad), kamor smo dolili 
pufer 0,5 x TBE do oznake. Za pripravo večjega gela (18 vdolbinic) smo zatehtali 3 g 
agaroze in dolili 100 ml pufra 0,5 x TBE. 
 
V prvo vdolbinico smo nanesli 7 µl standardne lestvice 100 bp DNA Ladder (New 
England Biolabs). Dalje smo nanašali po 20 µl produkta PCR, ki smo ga prej pomešali z 3 
µl nanašalnega pufra. Elektroforeza je tekla približno 2 uri pri napetosti 100 V. Gel smo 
namakali 15 minut v raztopini etidijevega bromida, nato smo ga namakali za 15 minut v 
ddH2O. Pobarvan gel smo poslikali in shranili v digitalni obliki z dokumentacijskim 
sistemom G:BOX Chemi (GeneSys, Syngene). 
 
V nadaljevanju smo izbranim predstavnikom z različnimi profili fragmentov določili PCR-
ribotip na osnovi analize fragmentov na 3 % agaroznem gelu. Pripravili smo ga tako, da 
smo v erlenmajerico zatehtali 3 g agaroze (Certified™ Low Range Ultra Agarose, Bio-
Rad) in dolili 100 ml pufra 1 x TAE ter približno 5 ml ddH2O. Raztopino smo v 
mikrovalovni pečici segrevali približno 4 minute. V prvih dveh minutah smo vsakih 10 
sekund raztopino dali za kratek čas na mešalo, da se je agaroza dobro premešala. Po štirih 
minutah smo raztopino ohladili s hladno vodo. Nato smo gel previdno prelili v 
elektroforetski nosilec z glavničkom (20 vdolbinic). Ko se je gel strdil, smo odstranili 
glavniček in gel prestavili v elektroforetsko banjico in do oznake dolili pufer 1 x TAE. 
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V prvo vdolbinico smo odpipetirali 7 µl standardne lestvice 100 bp DNA Ladder (New 
England Biolabs). Dalje smo nanašali po 20 µl produkta PCR, ki smo ga prej pomešali s 3 
µl nanašalnega pufra. V vsako šesto in zadnjo vdolbinico smo nanesli standardno lestvico 
DNA. Elektroforeza je tekla 4 ure pri napetosti 80 V. Po elektroforezi smo gel 15 minut 
namakali v raztopini etidijevega bromida, nato smo ga za 15 minut namakali v ddH2O. 
Pobarvan gel smo poslikali in shranili v digitalni obliki z dokumentacijskim sistemom 
G:BOX Chemi (GeneSys, Syngene). 
 
Slike smo v nadaljevanju potrebovali za določanje  PCR-ribotipov s pomočjo programske 
opreme BioNumerics (Applied Maths). Program nam omogoča, da dobljeni profil 
fragmentov DNA primerjamo s profili fragmentov, ki so vneseni v referenčno bazo. Dva 
izolata uvrstimo v isti PCR-ribotip, če imata identičen vzorec fragmentov DNA. Naši 
izolati so dobili enako oznako kot referenčni PCR-ribotipi, za katere se uporablja 
standardna Cardiff/Leeds nomenklatura (trimestno število), ali interno oznako (kratica 
SLO in trimestno število), če referenčnega ribotipa nismo imeli v bazi (Janezic in sod., 
2011). 
 
3.2.5.2  Toksinotipizacija 
 
Toksinotip smo določili tako, da smo pomnožili fragment B1 gena tcdB in fragment A3 
gena tcdA. Fragmente smo rezali z restrikcijskimi encimi in produkte nanesli na gel. 
Toksinotip smo določili na podlagi dobljenega profila, ki smo ga primerjali z znanimi 
profili. Toksinotipizirali smo po enega predstavnika na PCR-ribotip. Za ostale izolate iz 
istega vzorca, ki so pripadali istemu PCR-ribotipu, smo predvideli, da gre za klone in smo 
jim pripisali enake toksinotipe. Pri izolatih, pri katerih z reakcijo PCR nismo uspeli 
pomnožiti fragmentov B1 in A3, smo preverili prisotnost 115-bp dolgega inserta, ki je 
vstavljen na mesto PaLoc v netoksigenih sevih, z Lok1/Lok3 PCR.  
 
3.2.5.2.1 Pomnoževanje fragmenta B1 in A3 na lokusu PaLoc 
 
Za vsak izbran izolat smo izvedli reakcijo PCR za fragment B1 in posebej za fragment A3. 
V mikrocentrifugirko z volumnom 1,5 ml smo pripravili reakcijsko mešanico in jo 
porazdelili v mikrocentrifugirke z volumnom 200 µl. Reakcija PCR je potekala v 
cikličnem termostatu T3000 (Biometra). Sestava reakcijske mešanice, začetni 
oligonukleotidi in program reakcije PCR so opisani v preglednicah 8, 9 in 10.  
 
3.2.5.2.2 Ločevanje produktov PCR z gelsko elektroforezo 
 
Produkte B1 in A3 PCR smo dokazovali v 1 % agaroznem gelu, enako kot pri produktih 
CD-BTb PCR. Postopek je opisan v poglavju 3.2.4.2. Na gel smo nanesli 6 ali 8 µl 
produkta PCR. Preostanek smo shranili za restrikcijo. 
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Preglednica 8: Sestava reakcijske mešanice za pomnoževanje fragmentov B1 in A3 z metodo PCR. 
  Volumen reakcijske mešanice  
za B1 PCR  
1 x 25µl 
Volumen reakcijske mešanice za 
A3 PCR  
1 x 25µl 
ddH2O 18,5 µl 16 µl 
10 x  pufer PCR1 (Roche) 2,5 µl 2,5 µl 
TMA (10-3 M) - 2,5 µl 
MgCl2 (25 mM)  0,5 µl 0,5 µl 
dNTP-ji (20 mM mešanica) 1,0 µl 1,0 µl 
P1 (10 pmol/µl)2 0,25 µl 0,25 µl 
P2 (10 pmol/µl)3 0,25 µl 0,25 µl 
Taq DNA-polimeraza (Roche) (5U/µl) 0,0625 µl 0,0625 µl 
DNA 1,5 µl »Chelex« DNA  ali 1 µl 
DNA kontrolnega seva 
1,5 µl »Chelex« DNA  ali 1 µl DNA 
kontrolnega seva 
1 Sestava 10 x pufra PCR: 100 mM Tris-HCl (pH 8.3); 500 mM KCl; 15 mM MgCl2; 0.01 % želatina 
2 P1 začetni oligonukleotid za B1 PCR je B1C; za A3 PCR je A3C 
3 P2 začetni oligonukleotid za B1 PCR je B2N; za A3 PCR je A4N 
 
Preglednica 9: Uporabljeni začetni oligonukleotidi za pomnoževanje fragmentov B1 in A3 s PCR. 
Produkt 
PCR 
Program 
PCR 
Oznaka 
ZO1 
Nukleotidno zaporedje ZO Vir 
B1 2step57 
B1C 5'-AGAAAATTTTATGAGTTTAGTTAATAGAAA-3' Rupnik in sod., 1997 
B2N 5'-CAGATAATGTAGGAAGTAAGTCTATAG-3' Rupnik in sod., 1997 
A3 2step47 
A3C 5'-TATTGATAGCACCTGATTTATATACAAG-3' Rupnik in sod., 1997 
A4N 5'-TTATCAAACATATATTTTAGCCATATATC-3' Rupnik in sod., 1997 
1 Začetni oligonukleotid 
 
Preglednica 10: Program reakcije PCR za pomnoževanje fragmentov B1 in A3. 
Program PCR Začetna 
denaturacija 
Denaturacija Prileganje in 
podaljševanje 
Končno 
podaljševanje 
Število 
ciklov1 
2step57 93 °C, 3 min 93 °C, 4 s 47 °C, 8 min 47 °C, 10 min 30 
2step47 93 °C, 3 min 93 °C, 4 s 57 °C, 8 min 57 °C, 10 min 35 
1 V enem ciklu poteče denaturacija, prileganje začetnih oligonukleotidov in podaljševanje 
 
3.2.5.2.3 Rezanje produktov PCR 
 
Pomnožene fragmente B1 in A3 smo rezali z restrikcijskimi encimi. Fragment B1 smo 
rezali z encimom HincII in AccI, fragment A3 smo rezali z EcoRI. Pripravili smo tri 
restrikcijske mešanice v mikrocentrifugirkah z volumnom 1,5 ml, v katere smo na koncu 
dodali določen restrikcijski encim. Mešanice smo porazdelili v mikrocentrifugirke z 
volumnom 1,5 ml in v vsako dodali ustrezen pomnožek PCR. Sestava restrikcijskih 
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mešanic je podana v preglednici 11. Mešanice smo inkubirali preko noči pri temperaturi  
37 °C. 
  
Preglednica 11: Sestava restrikcijskih mešanic za rezanje fragmenta B1 z encimom HincII in AccI ter 
fragmenta A3 z encimom EcoRI. 
 Volumen reakcijske mešanice za 
B1 restrikcijo 
1 x 7 µl 
Volumen reakcijske 
mešanice za A3 restrikcijo 
1 x 5 µl 
Restriktaza HincII AccI EcoRI 
ddH2O 5,5 µl 5,5 µl 3 µl 
10 x pufer1 1,5 µl 1,5 µl 2 µl 
BSA 0,15 µl - - 
Volumen encima 2U (0,15 µl) 2U (0,15 µl) 2U (0,2 µl) 
DNA2 8 µl 8 µl 5 µl 
1 NEBuffer (New England Biolabs) 
2 Produkt PCR 
 
3.2.5.2.4 Ločevanje produktov restrikcijskih reakcij z gelsko elektroforezo 
 
Produkte restrikcij smo dokazovali v 1 % agaroznem gelu. Postopek je opisan v poglavju 
3.2.4.2. Na gel smo najprej nanesli vzorce rezanega fragmenta A3, nato smo izmenično 
nanašali vzorce rezanega fragmenta B3, najprej z encimom HincII, nato z AccI. Na podlagi 
dobljenih vzorcev in primerjavo s profili referenčnih sevov smo izolatom določili 
toksinotip. 
 
3.2.5.2.5 Pomnoževanje 115-bp dolgega inserta na mestu PaLoc pri netoksigenih izolatih 
 
Izolate, ki niso nosili zapisa za fragment B1 gena tcdB in fragment A3 gena tcdA, smo 
preverili z reakcijo PCR, kjer smo pomnoževali 115 bp dolg odsek, ki je prisoten v 
netoksigenih sevih namesto lokusa PaLoc. V mikrocentrifugirko z volumnom 1,5 ml smo 
pripravili reakcijsko mešanico, ustrezne količine porazdelili v mikrocentrifugirke z 
volumnom 200 µl in dodali DNA. Reakcija PCR je potekala v cikličnem termostatu T3000 
(Biometra). Sestava reakcijske mešanice in uporabljeni začetni oligonukleotidi so opisani v 
preglednici 12 in 13. Program reakcije PCR je opisan v preglednici 4 (3step52). 
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Preglednica 12: Sestava reakcijske mešanice za pomnoževanje 115-bp dolgega inserta na mestu PaLoc z 
metodo PCR. 
  Volumen reakcijske mešanice  
1x25µl 
ddH2O 18,5 µl 
10 x  pufer PCR1(Roche) 2,5 µl 
MgCl2 (25mM)  1,0 µl 
dNTP-ji (20 mM mešanica) 0,5 µl 
P1-Lok3 (10 pmol/µl) 0,25 µl 
P2-Lok1 (10 pmol/µl) 0,25 µl 
Taq DNA-polimeraza (Roche) (5U/µl) 0,0625 µl 
DNA 1,5 µl »Chelex« DNA  ali 1 µl DNA kontrolnega seva 
1 Sestava 10 x pufra PCR: 100 mM Tris-HCl (pH 8.3); 500 mM KCl; 15 mM MgCl2; 0.01 % želatina 
 
Preglednica 13: Uporabljeni začetni oligonukleotidi za pomnoževanje 115-bp dolgega inserta na mestu 
PaLoc s PCR. 
Oznaka ZO1 Program 
PCR 
Nukleotidno zaporedje ZO Vir 
Lok1 
3step52 
5'-AAAATATACTGCACATCTGTATAC-3' Braun in sod., 1996 
Lok3 5'-TTTACCAGAAAAAGTAGCTTTAA-3' Braun in sod., 1996 
1 Začetni oligonukleotid 
 
3.2.5.2.6 Ločevanje produktov PCR z gelsko elektroforezo  
 
Produkte Lok1/Lok3 PCR smo dokazovali v 1 % agaroznem gelu. Postopek je opisan v 
poglavju 3.2.4.2. 
 
3.2.6 Shranjevanje izolatov C. difficile 
 
Izolate, ki smo jim določili PCR-ribotip in toksinotip, smo precepili na sveže gojišče COH. 
Po petih dneh inkubacije smo izolate zamrznili in shranili v zbirko sevov Oddelka za 
mikrobiološke raziskave na Nacionalnem laboratoriju za zdravje, okolje in hrano 
(NLZOH). Iz plošč smo s cepilno zanko pobrali kulturo in jo suspendirali v kriovialo s 
kroglicami in tekočim krioprotektantom (Microbank™, Pro-Lab Diagnostics). Krioviale 
smo premešali z obračanjem in tekočino prenesli v svežo mikrocentrifugirko. 
 
Krioviale s kroglicami smo shranili pri temperaturi -80 °C. Mikrocentrifugirke s tekočino 
smo 2 minuti centrifugirali na 10.000 obratov/min. Supernatant smo odstranili, pelet pa 
resuspendirali s preostankom supernatanta. Nato smo po 80 µl suspenzije enakomerno 
odpipetirali na štiri majhne koščke filtra. Ko so se filtri posušili, smo jih zavili v folijo, jih 
zaprli v kuverto in jih ustrezno označili in shranili pri sobni temperaturi. Vsak izolat je 
dobil oznako ZZV. 
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4 REZULTATI 
 
4.1 PREGLED GOSPODINJSTEV 
 
Vzorčili smo 15 (75 %) gospodinjstev iz vasi, eno (5 %) iz predmestja in 4 (20 %) iz 
mesta. V večini primerov je šlo za hišne bivalne prostore, razen v enem primeru, kjer smo 
vzorčili v stanovanju v bloku. Pri vsakem gospodinjstvu je bilo odvzetih od 4 do 7 
vzorcev. Pri 13 (65 %) gospodinjstvih (G1, G4, G5, G7, G10, G11, G12, G13, G14, G16, 
G18, G19, G20) smo vzorčili blazinice pasjih šap, levi in desni podplat zunanje obutve 
lastnika ter podplate hišnih copat. Pri 3 (15 %) gospodinjstvih (G6, G8, G9) smo vzorčili 
blazinice pasjih šap dveh psov. Pri 2 (10 %) gospodinjstvih (G2, G15) smo vzorčili 
podplate dodatnega para copatov. Pri gospodinjstvu G17 smo vzorčili blazinice pasjih šap 
3 psov, namesto copat pa smo vzorčili levi in desni podplat natikačev. Pri gospodinjstvu 
G3 smo vzorčili podplate dodatnega para čevljev (levi in desni podplat posebej) in 
blazinice mačjih šap (preglednica 1). V nadaljevanju smo se odločili, da pri rezultatih ne 
upoštevamo vzorca blazinic mačjih šap, pa tudi, da jih pri nadaljnjih gospodinjstvih ne 
vzorčimo, saj se naša naloga osredotoča na pse.  
 
4.2 REZULTATI OSAMITVE IN KARAKTERIZACIJE C. difficile IZ VZORCEV 
 
C. difficile smo z bogatitvijo vzorcev v gojišču BHIST uspeli osamiti pri 14 (70,0 %) od 20 
gospodinjstev. Od 90 odvzetih vzorcev je bilo 25 (27,8 %) brisov blazinic pasjih šap, 22 
(24,4 %) brisov podplatov levih čevljev, 22 (24,4 %) brisov podplatov desnih čevljev in 21 
(23,3 %) brisov podplatov copatov (preglednica 15).  
 
Od 90 vzorcev je bilo pozitivnih 31 (34,4 %). Blazinice pasjih šap so bile pozitivne v 6 
(42,9 %) od 14 pozitivnih gospodinjstev. Levi podplat čevljev je bil pozitiven v 9 (64,3 %) 
gospodinjstvih, kakor tudi desni podplat (v 6 gospodinjstvih sta bila pozitivna levi in desni 
podplat). Podplati copatov so bili pozitivni v 6 gospodinjstvih.  
 
Od 31 pozitivnih vzorcev je bilo 6 (19,4 %) vzorcev blazinic pasjih šap, 10 (32,3 %) 
vzorcev je bilo z levega podplata čevljev, 9 (29,0 %) vzorcev z desnega podplata čevljev in 
6 (19,4 %) vzorcev s podplatov copatov (preglednica 15).  
 
Iz 31 pozitivnih vzorcev smo na krvnem agarju osamili 465 izolatov, ki smo jim po 
protokolu, ki so ga opisali Janezic in sod. (2011), določili 13 PCR-ribotipov. Teh 13 
ribotipov je bilo razvrščenih v 3 toksinotipe (preglednica 14). 
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Preglednica 14: Pregled vzorcev po gospodinjstvih skupaj z okarakteriziranimi izolati. V spodnjem delu 
preglednice je navedeno skupno število/število pozitivnih gospodinjstev in vzorcev ter število različnih 
okarakteriziranih ribotipov in toksinotipov (natančni rezultati za posamezen vzorec so podani v prilogi B).  
 
 
Gospodinjstvo Pozitivni vzorci na C. 
difficile 
PCR-ribotip (št. izolatov) Toksinotip 
 G1 vsi negativni / / 
 G2 copati 001/072 (20) 0 
 G2 vsi negativni / / 
 G3 vsi negativni / / 
 G4 vsi negativni / / 
 G6 pasje šape, levi čevelj, 
desni čevelj, copati 
SLO 185 (16), 014/020 (26), SLO 
114 (16) 
tox-, 0, tox- 
 G7 vsi negativni / / 
 G8 pasje šape, levi čevelj, 
desni čevelj, copati 
010 (50) , SLO 002 (1) tox- 
 G9 pasje šape, levi čevelj, 
desni čevelj, copati 
014/020 (63) 0 
 G10 pasje šape, levi čevelj, 
desni čevelj, copati 
015 (2), 014/020 (62) tox-, 0 
 G11 desni čevelj, copati 014/020 (16), SLO 218 (1) 0, tox- 
 G12 vsi negativni / / 
 G13 pasje šape 014/020 (16) 0 
 G14 levi čevelj SLO 131 (16) tox- 
 G15 desni čevelj 011/049 (16) 0 
 G16 desni čevelj 023 (16) IV 
 G17 levi natikač, desni natikač, 
levi čevelj 
013 (5), 014/020 (11) 0, 0 
 G18 pasje šape, levi čevelj 023 (16), 014/020 (16) IV, 0 
 G19 levi čevelj, desni čevelj 014/020 (32) 0 
 G20 levi čevelj 009 (16) tox- 
Skupaj 20/14 (pozitivnih) 90/31 (pozitivnih) 13 (465) 3 
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Iz pozitivnih vzorcev smo na krvnem agarju v čisti kulturi osamili pri prvem pozitivnem 
vzorcu (G2-7) 20 izolatov, pozneje pa po 16 izolatov.  
 
Iz 465 pridobljenih izolatov jih je bilo 92 (19,8 %) iz brisov blazinic pasjih šap, 152 (32,7 
%) iz brisov podplatov levih čevljev, 124 (26,7 %) iz brisov podplatov desnih čevljev in 97 
(20,9 %) iz brisov podplatov copatov (preglednica 15).  
 
Preglednica 15: Pregled vseh vzorcev, pozitivnih vzorcev, izolatov, PCR-ribotipov in toksinotipov po tipu 
vzorca. V spodnjem delu preglednice je navedeno skupno število vzorcev, pozitivnih vzorcev, izolatov, 
različnih ribotipov in različnih toksinotipov. 
Vzorec Število 
vzorcev  
(n=90) 
Število 
pozitivnih 
vzorcev za C. 
difficile  
(n=31) 
Delež 
pozitivnih 
vzorcev za  
C. difficile 
pri 
posameznih 
vzorcih 
Število 
izolatov 
(n=465) 
Število 
različnih 
PCR-
ribotipov 
Število  
različnih 
toksinoti-
pov 
PCR-ribotipi 
(toksinotipi) 
Pasje 
šape 
25  
(27,8 %) 
6  
(19,4 %) 
24,0 %  
(6/25) 
92  
(19,8 %) 
3 3 014/020 (0), 
010 (tox-),   
023 (IV) 
Levi 
podplat 
čevlja 
22  
(24,4 %) 
10  
(32,3 %) 
45,5 %  
(10/22) 
152  
(32,7 %) 
6 2 SLO 185 (tox-),  
010 (tox-), 
014/020 (0), 
015 (tox-),   
009 (tox-),   
SLO 131 (tox-) 
Desni 
podplat 
čevlja 
22  
(24,4 %) 
9  
(29,0 %) 
40,9 %  
(9/22) 
124  
(26,7 %) 
6 3 014/020 (0), 
010 (tox-),  
SLO 218 (tox-), 
011/049 (0), 
023 (IV),       
013 (0) 
Copati 21  
(23,3 %) 
6  
(19,4 %) 
28,6 %  
(6/21) 
97  
(20,9 %) 
5 2 001/072 (0), 
SLO 114 (tox-), 
010 (tox-),   
SLO 002 (tox-), 
014/020 (0) 
Skupaj 90 (100 %) 31 (100 %) / 465 (100 %) 13 3 / 
 
 
 
 
Mlakar S. Osamitev in karakterizacija bakterije Clostridium difficile z blazinic pasjih šap in podplatov obutve lastnikov psov. 35  
  Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
  
4.2.1 Brisi z blazinic pasjih šap 
 
Z bogatitveno metodo smo bakterijo C. difficile osamili iz 6 (24,0 %) od 25 brisov blazinic 
pasjih šap. Iz pozitivnih vzorcev smo na krvnem agarju osamili 92 izolatov, ki smo jih s 
PCR-ribotipizacijo uvrstili v 3 PCR-ribotipe, in sicer: 014/020 (63 izolatov; 68,5 %), 010 
(13 izolatov; 14,1 %) in 023 (16 izolatov; 17,4 %). Prevladoval je PCR-ribotip 014/020, ki 
smo ga našli pri štirih vzorcih, ostala dva sta se pojavila vsak posamezno pri enem vzorcu. 
Izolatom smo določili 3 toksinotipe, od katerih je bil najpogostejši nevariantni toksinotip 0 
(014/020), sledil mu je variantni toksinotip IV/CDT+ (023), ostali izolati so bili 
netoksigeni (010) (preglednica 15). 
 
4.2.2 Brisi s podplatov čevljev 
 
S podplatov levih čevljev smo z bogatitveno metodo osamili bakterijo iz 10 (45,5 %) od 22 
odvzetih brisov. Iz pozitivnih brisov smo na krvnem agarju osamili 152 izolatov, ki smo 
jim določili 6 PCR-ribotipov. Najpogostejši je bil PCR-ribotip 014/020 (93 izolatov; 61,2 
%), ki se je posamezno pojavil pri petih vzorcih ter pri enem vzorcu skupaj s PCR-
ribotipom 015 (2 izolata; 1,3 %). Ostali PCR-ribotipi, ki so se vsak posamezno pojavili pri 
enem vzorcu, so bili SLO 185 (16 izolatov; 10,5 %), 010 (9 izolatov; 5,9 %), SLO 131 (16 
izolatov; 10,5 %) in 009 (16 izolatov; 10,5 %). Med izolati je prevladoval nevariantni 
toksinotip 0, ki mu je pripadal le en ribotip (014/020), preostali so bili netoksigeni izolati 
(SLO 185, 010, 015, 009, SLO 121), ki so predstavljali 38,8 % izolatov iz brisov s 
podplatov levih čevljev (preglednica 15). 
 
S podplatov desnih čevljev smo z metodo bogatitve osamili bakterijo iz 9 (40,9 %) od 22 
odvzetih brisov. Na krvnem agarju smo osamili 124 izolatov in jim določili 6 PCR-
ribotipov. Tudi tukaj je bil najpogostejši PCR-ribotip 014/020 (70 izolatov; 56,5 %), ki se 
je pojavil pri petih vzorcih posamezno in enem vzorcu skupaj s PCR-ribotipom 013 (5 
izolatov; 4,0 %). PCR-ribotip 010 (16 izolatov; 12,9 %), SLO 218 (1 izolat; 0,8 %), 
011/049 (16 izolatov; 12,9 %) in 023 (16 izolatov; 12,9 %) so se pojavili vsak posamezno 
pri enem vzorcu. Izolate smo razvrstili v tri toksinotipe, od katerih je prevladoval 
nevariantni toksinotip 0 (014/020, 011/049, 013), ki je predstavljal 73,4 % izolatov iz 
brisov s podplatov desnih čevljev. Prisoten je bil tudi variantni toksinotip IV/CDT+ (023), 
ostali izolati so bili netoksigeni (010, SLO 218) s 13,7 % deležem vseh izolatov iz brisov s 
podplatov desnih čevljev (preglednica 15). 
 
4.2.3 Brisi s podplatov copat 
 
Z bogatitveno metodo smo osamili bakterijo iz 6 (28,6 %) od 21 brisov podplatov copatov. 
Na krvnem agarju smo uspeli osamiti 97 izolatov, ki smo jih uvrstili v 5 PCR-ribotipov. 
PCR-ribotip 014/020 (48 izolatov; 49,5 %) se je pojavil pri treh vzorcih, PCR-ribotipa 
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001/072 (20 izolatov; 20,6 %) in SLO 114 (16 izolatov; 16,5 %) sta se vsak za sebe 
pojavila pri enem vzorcu, PCR-ribotipa 010 (12 izolatov; 12,4 %) in SLO 002 (1 izolat;  
1,0 %) sta se skupaj pojavila v enem vzorcu. Med izolati je prevladoval nevariantni 
toksinotip 0 (001/072, 014/020), ki je zastopal 70,1 % delež izolatov iz brisov s podplatov 
copatov, ostali izolati so bili netoksigeni (SLO 114, 010, SLO 002) z 29,9 % deležem 
(preglednica 15). 
 
4.3 GENOTIPI IN NJIHOVA RAZŠIRJENOST 
 
V  magistrskem delu smo skupno določili 13 različnih ribotipov, ki smo jih razvrstili v 3 
toksinotipe. Najpogostejši PCR-ribotip je bil 014/020 (nevariantni toksinotip 0), ki se je 
pojavil pri 8 (40,0 %) od 20 gospodinjstev, in sicer pri 18 (58,1 %) od 31 pozitivnih 
vzorcev. Od 465 izolatov jih je zastopal 274 oz. 58,9 % delež (preglednica 16). Pri 5   
(25,0 %) gospodinjstvih se je pojavil pri več kot enem vzorcu (od 2-4). V dveh 
gospodinjstvih se je ta ribotip pojavil pri vseh štirih vzorcih (G9, G10), kar bi lahko 
nakazovalo na prenos znotraj gospodinjstva (priloga B). Naslednji prevladujoči PCR-
ribotip je bil netoksigeni sev 010, ki se je pojavil pri gospodinjstvu G8 (5,0 %) pri vseh 
štirih vzorcih in s tem prav tako vzbudil sum na prenos znotraj gospodinjstva. Predstavljal 
je 12,9 % pozitivnih vzorcev in 10,8 % vseh izolatov (preglednica 16). Variantni toksinotip 
IV/CDT+, ki smo mu določili PCR-ribotip 023, se je pojavil v dveh gospodinjstvih (G16, 
G18) pri dveh različnih vzorcih. Ostali PCR-ribotipi so bili izolirani iz enega vzorca 
(preglednica 16). 
 
Od 13 PCR-ribotipov jih je 8 bilo netoksigenih (61,5 %), 4 smo uvrstili v nevariantni 
toksinotip 0 (30,8 %) in enega v variantni toksinotip IV (7,7 %). Po pogostnosti med izolati 
je prevladoval toksinotip 0 (67,7 %), toksinotip IV je zastopal le 6,9 % delež izolatov. 
Netoksigeni sevi so kljub višji raznolikosti predstavljali le 25,4 % delež izolatov 
(preglednica 16).  
 
Za PCR-ribotipe, ki smo jih določili v magistrskem delu, smo preverili tudi prisotnost v 
zbirki na Oddelku za mikrobiološke raziskave Nacionalnega laboratorija za zdravje, okolje 
in hrano. V Sloveniji najdemo ribotipe 014/020, 023, 010 pri ljudeh, živalih in v okolju 
(prst, voda). Enako velja za večino ostalih najdenih PCR-ribotipov. Z ljudmi so bili v 
preteklosti povezani vsi ribotipi, razen SLO 218. Iz živalskih vzorcev so osamili vse 
ribotipe, razen SLO 185 in 009. V okolju so našli vse ribotipe, razen SLO 114 (preglednica 
16). 
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Preglednica 16: Prevalenca PCR-ribotipov med gospodinjstvi, vzorci in izolati. Zadnji trije stolpci 
prikazujejo prisotnost PCR-ribotipov pri ljudeh, živalih in okolju v Sloveniji.  
PCR-
ribotip 
Toksinotip 1 Število 
gospodinjste
v (n=20) 
Število 
vzorcev 
(n=31) 
Število izolatov 
(n=465) 
Prisote
n pri 
ljudeh 2 
Prisoten 
pri 
živalih 2 
Prisoten v 
okolju 2 
014/020 0 8 (40,0 %) 18 (58,1 %) 274 (58,9 %) da da da 
010 tox-, lok1/3+ 1 (5,0 %) 4 (12,9 %) 50 (10,8 %) da da da 
023 IV (CDT+) 2 (10,0 % ) 2 (6,5 %) 32 (6,9 %) da da da 
SLO 185 tox-, lok1/3+ 1 (5,0 %) 1 (3,2 %) 16 (3,4 %) da ne da 
015 tox-, lok1/3+ 1 (5,0 %) 1 (3,2 %) 2 (0,4 %) da da da 
SLO 218 tox-, lok1/3- 1 (5,0 %) 1 (3,2 %) 1 (0,2 %) ne ne da 
011/049 0 1 (5,0 %) 1 (3,2 %) 16 (3,4 %) da da da 
013 0 1 (5,0 %) 1 (3,2 %) 5 (1,1 %) da da da 
001/072 0 1 (5,0 %) 1 (3,2 %) 20 (4,3 %) da da da 
SLO 114 tox-, lok1/3+ 1 (5,0 %) 1 (3,2 %) 16 (3,4 %) da da ne 
SLO 002 tox-, lok1/3+ 1 (5,0 %) 1 (3,2 %) 1 (0,2 %) da da da 
SLO 131 tox-, lok1/3+ 1 (5,0 %) 1 (3,2 %) 16 (3,4 %) da da ne 
009 tox-, lok1/3+ 1 (5,0 %) 1 (3,2 %) 16 (3,4 %) da ne da 
1 Tox- so netoksigeni sevi; lok1/3+ oz. lok1/3- nam pove, ali ima netoksigeni sev namesto PaLoc regije 115 
bp dolgo zaporedje, ki smo ga pomnoževali z Lok1/Lok3 PCR (glej poglavje 3.2.5.2.5) 
2 Podatki prevzeti iz Janezic in sod., 2018 
 
4.4 REZULTATI ANKETNIH VPRAŠALNIKOV 
 
Po jemanju brisov smo skupaj z lastniki izpolnili anketni vprašalnik (priloga A), s katerim 
smo zbrali informacije o psu/psih, obutvi lastnika ter drugih živali v gospodinjstvu.  
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4.4.1 Pregled rezultatov za vsa gospodinjstva 
 
4.4.1.1  Psi 
 
V magistrsko delo je bilo vključenih 25 psov in 20 lastnikov. Psi so bili stari od 1–12 let, 
njihova povprečna starost je bila 6,6 let (Mo=6, M=7). Med njimi je bilo 16 (64 %) samcev 
in 9 (36 %) samic, 21 (84 %) jih je bilo pasemskih, 4 (16 %) so bili mešanci. Po velikosti 
je bilo 10 (40 %) velikih, 7 (28 %) srednjih in 8 (32 %) majhnih. Pri vprašanju, kje se 
pes/psa/psi pretežno nahaja/nahajata/nahajajo je 8 (40 %) lastnikov odgovorilo pretežno 
zunaj v zagrajenem prostoru, 9 (45 %) jih je odgovorilo pretežno noter in 3 (15 %) stalno 
zunaj. Lastnike smo vprašali po številu dnevnih sprehodov in dolžino le-teh, ki jih opravijo 
s svojim psom/psoma/psi; 7 (35 %) jih je odgovorilo, da gredo na sprehod vsaj enkrat na 
dan, 10 (50 %) jih je odgovorilo enkrat ali več (do šestkrat dnevno). 10 (50 %) lastnikov 
svoje pse sprehaja do 30 minut, 6 (30 %) lastnikov do 1 ure ter 1 (5 %) lastnik do 1 ure in 
pol. Pri treh gospodinjstvih (15 %) se psi sprehajajo čez cel dan, saj prebivajo na 
neograjenem območju oz. imajo dostop do večjih travnatih površin. Glede na zbrane 
podatke smo opredelili, da 4 lastniki gredo enkrat dnevno na kratek sprehod (do 30 minut), 
3 lastniki gredo enkrat dnevno na dolg sprehod (več kot 30 minut), 6 lastnikov gre večkrat 
dnevno na krajše sprehode ter 4 lastniki gredo večkrat dnevno na daljše sprehode. Lastnike 
smo vprašali po terenu, po katerem se sprehajajo s psom/psoma/psi, navedli so posamezne 
ali kombinacije naslednjih poti: gozdno pot (9), asfaltno cesto (11), makadamsko cesto (6), 
travnato pot (9), poljsko pot (3), pot ob vodah (potok, jezero) (2) in tlakovane površine (1). 
Ob vprašanju, ali psom čistijo tačke, jih je 12 (60 %) odgovorilo ne, 2 (10 %) lastnika sta 
odgovorila, da jih čistita po sprehodih, 6 (30 %) jih je odgovorilo, da jih čistijo, le če zunaj 
dežuje ali sneži (v primeru snega čistijo predvsem zaradi soli). Zanimalo nas je, če in 
katere so druge živali prisotne v gospodinjstvu; 11 (55 %) gospodinjstev ni imelo drugih 
živali razen psa/psov, ostalih 9 lastnikov je navedlo naslednje živali: mačka (6), želva, 
prašiči, zajci (2), papige (2), kokoši (2), kača, činčila, legvan, osel, konj, krave, prepelice. 
 
Na podlagi zbranih informacij iz vprašalnika nismo našli nobenega ujemanja med psmi, ki 
so imeli pozitivne brise pasjih šap za C. difficile. 
 
4.4.1.2  Obutev  
 
Poleg jemanja brisov iz površin obutve lastnika (čevlji, copati) smo tudi zbrali informacije 
o velikostih in podplatih obutve. Brise smo odvzeli s podplatov 22 parov čevljev (levi in 
desni čevelj posebej, torej 44 brisov), katerih velikost je bila od 36–47. Povprečna velikost 
čevljev je bila 40 (M=39,5, Mo=38). 14 (64 %) parov čevljev je imelo rebrast podplat, 
ostalih 8 (36 %) parov čevljev je imelo raven podplat. 
 
Brise smo jemali tudi s podplatov 21 parov copat (21 brisov), katerih velikost je bila od 
36–44. Povprečna velikost copat je bila 39 (M=39, Mo=39). Pri 8 (38 %) parih copat je bil 
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podplat gladek, 7 (33 %) parov copat je imelo gumijast podplat in 5 (24%) parov je imelo 
tekstilen podplat. En (5 %) par copat je imel tekstilen in gumijast podplat. 
 
Na podlagi zbranih informacij iz vprašalnika nismo našli nobenega ujemanja med obutvijo, 
ki je imela pozitivne brise s podplatov za C. difficile. 
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5 RAZPRAVA 
 
Človeška in živalska prebavila predstavljajo dom bogati in raznoliki mikrobni združbi, ki ji 
pripadajo tako komenzalni mikroorganizmi kot tudi oportunistični in patogeni 
mikroorganizmi. Bakterija C. difficile je prisotna pri odraslih osebah v zelo majhnem 
deležu (~ 3 %), medtem ko jo pri novorojenčkih najdemo pogosteje (5–70 %) (Barbut in 
Petit, 2001). V primeru uporabe antibiotikov se bakterija lahko namnoži in povzroči 
okužbo. V obsežni raziskavi so ugotovili, da so v bolnišničnem okolju pri velikem deležu 
bolnikov (45 %) prisotni genetsko nesorodni izolati kliničnim izolatom drugih bolnikov s 
CDI (Eyre in sod., 2013). Sklepa se, da obstajajo alternativni rezervoarji bakterije v 
domačem okolju, ki jih je treba raziskati. Raziskave okužb v domačem okolju so pokazale, 
da lahko C. difficile najdemo v prsti, stoječih in tekočih vodah, živilih, pri živalih ter v 
stanovanjskih in drugih objektih (Keel in sod., 2007; Zidaric in sod., 2010; Janezic in sod., 
2016; Alam in sod., 2017; Tkalec in sod., 2019).  
 
V magistrskem delu smo preverjali prisotnost bakterije C. difficile na podplatih obutve in 
na blazinicah pasjih šap v gospodinjstvih na območju Podravske in Koroške regije. 
Zanimala nas je pogostnost pojavljanja bakterije v gospodinjstvih, prav tako smo želeli 
vedeti, za katere genotipe gre in na podlagi tega sklepati o možnosti prenosa.  
 
5.1 BAKTERIJA C. difficile  V GOSPODINJSTVU IN PRI PSIH 
 
Obstaja malo raziskav, v katerih so preverjali prisotnost bakterije C. difficile v 
gospodinjstvih, zato smo se temu posvetili v magistrskem delu. Spore bakterije smo našli v 
70 % gospodinjstev, in sicer na 31 od 90 vzorčenih površin. Najpogosteje so bile spore 
prisotne na podplatih čevljev (43,2 %), na podplatih hišnih copat so bile spore prisotne v 
28,6 % primerov ter na blazinicah pasjih šap v 24,0 % primerov. 
 
Že al Saif in Brazier sta leta 1996 našla bakterijo v 2,2 % vzorcev s površin (tla, mize, 
stoli, stranišča, preproge, okna, zavese, komode in prah) v zasebnih prebivališčih. Kljub 
majhnemu izolacijskemu deležu je pomenilo, da so nekateri ljudje lahko izpostavljeni 
sporam v lastnem domu (al Saif in Brazier, 1996).  
 
Podobne rezultate kot v magistrskem delu so dobili Alam in sod. (2014), ki so v 30 
stanovanjskih objektih vzorčili podplate čevljev in različne površine v stanovanju 
(kopalnica/stranišče, prah). Bakterijo so našli v 32 % vzorcev, od katerih so imeli največji 
delež pozitivnih brisov podplati čevljev (39,7 %). Osamili so genotipsko raznoliki nabor 
toksigenih izolatov, ki se pojavljajo v bolnišničnem okolju v Evropi in ZDA (Alam in sod., 
2014). V poznejši raziskavi so isti avtorji poleg gospodinjstev vzorčili tudi druge objekte v 
skupnosti (trgovine, restavracije in parke). Toksigene izolate so osamili iz 16,5 % odvzetih 
vzorcev, v gospodinjstvih so jih osamili iz 17,1 % vzorcev, od katerih so imeli največji 
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izolacijski delež podplati čevljev. Izolatom so določili PCR-ribotip ter okoljske izolate 
primerjali s kliničnimi in prišli do zaključka, da se v bolnišničnem in domačem okolju 
pojavljajo enaki PCR-ribotipi (Alam in sod., 2017). Tudi v naši nalogi smo osamili 
precejšen delež toksigenih izolatov (74,6 %) ter našli PCR-ribotipe (n=13), ki jih najdemo 
pri hospitaliziranih bolnikih. Ti izolati lahko povzročijo CDI pri osebah s povišanimi 
dejavniki tveganja (uporaba antibiotikov, hospitalizacija) (Rupnik in sod., 2013). 
 
V študiji, kjer so preverjali prisotnost spor C. difficile v gospodinjstvih z osebo s 
ponavljajočo se CDI, so vključili tudi kontrolna gospodinjstva, kjer ni bilo beleženih 
predhodnih CDI. Bakterijo so našli v vseh gospodinjstvih, v katerih prebivajo osebe s 
ponavljajočo CDI, od kontrolnih gospodinjstev jih je bilo pozitivnih 38 %. Najpogosteje so 
C. difficile našli v prahu iz sesalca, iz česar lahko sklepamo, da se na tleh lahko nahaja 
večja koncentracija spor. Na drugem mestu po pogostnosti spor je bilo stranišče, kar je 
pričakovano, saj se bakterija izloča z blatom. Avtorji so izpostavili, da je domače okolje 
lahko potencialen vir spor ter, da lahko družinski član s ponavljajočo CDI poviša 
kontaminacijo stanovanjskih površin s sporami (Shaughnessy in sod., 2016). 
 
Asimptomatski prenašalci prav tako predstavljajo rezervoar spor v domačem in 
bolnišničnem okolju (Alasmari in sod., 2014; Gupta in Khanna, 2014; Blixt in sod., 2017; 
Zomer in sod., 2017). Ni še popolnoma jasno, ali so asimptomatski nosilci lahko 
potencialen vir okužbe s CDI za preostale člane gospodinjstva ter, če lahko služijo kot 
prenašalci spor v domačem okolju (Loo in sod., 2016). V naši nalogi lastnikov nismo 
spraševali o njihovi anamnezi, prav tako jih nismo vzorčili, zato ne moremo sklepati o 
njihovem morebitnem nosilstvu bakterije C. difficile. 
 
Čevlji so lahko vektor za prenos mnogih patogenih mikroorganizmov (Rashid in sod., 
2016). Prisotnost klinično pomembnih patogenih bakterij na podplatih čevljev v 
bolnišničnem in domačem okolju so potrdili v večih študijah (Amirfeyz in sod., 2007; 
Laube in  sod., 2014; Paduszyńska in sod., 2014; Schoder in sod., 2015). V slovenski 
raziskavi so vzorčili podplate čevljev zdravstvenih delavcev, študentov medicine in 
obiskovalcev ter našli spore C. difficile v 62 % vzorcev v Univerzitetnem kliničnem centru 
in v 15 % vzorcev v manjši splošni bolnišnici. Na podplatih so bili enaki PCR-ribotipi kot 
jih izoliramo iz simptomatskih bolnikov hospitaliziranih v teh bolnišnicah (npr. 014/020, 
010, 027 in 018). Na podlagi analize posameznih nukleotidnih variant celotnega 
genomskega zaporedja (SNV; Single nucleotide variant) so ugotovili, da je 12 od 14 
izolatov iz vzorcev čevljev genetsko sorodnih z enim ali večimi kliničnimi izolati. 
Rezultati študije nadalje potrjujejo domnevo, da so čevlji lahko pomemben dejavnik pri 
razsoju bakterije C. difficile v bolnišničnem okolju (Janezic in sod., 2019).  
 
V magistrskem delu so bili najpogosteje pozitivni na C. difficile podplati čevljev, in sicer 
smo spore našli na 43,2 % podplatov, kar je več kot pri drugih podobnih študijah, kjer so 
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bili čevlji pozitivni za C. difficile v 39,7 % primerov (Alam in sod., 2014), 26,4 % 
primerov (Alam in sod., 2017) in 11,7 % primerov (Islam in sod., 2019). V magistrskem 
delu so podplati čevljev imeli tudi največjo genotipsko raznolikost (10 različnih PCR-
ribotipov).  
 
Lastniki psov so z obutvijo, ki smo jo pozneje vzorčili, sprehajali psa po različnih terenih 
(po travnatih površinah, makadamski cesti, gozdni poti, poljski poti, asfaltni cesti, 
tlakovanih površinah in poteh ob vodah), kjer se lahko nahajajo različni tipi bakterije C. 
difficile. V slovenski okoljski raziskavi so bakterijo osamili iz 36,7 % vzorcev prsti in iz  
24 % vzorcev luž. Izolatom so določili 34 PCR-ribotipov, od katerih je bilo 19 
netoksigenih. V nekaterih vzorcih se je pojavilo več (do 4) različnih tipov na vzorec, kar 
pomeni, da je v prsti in lužah prisoten genotipsko pester nabor bakterije C. difficile. Več 
kot polovica okoljskih PCR-ribotipov je bila najdena pri ljudeh, nekateri tudi pri živalih 
(Janezic in sod., 2016). V Avstraliji so osamili bakterijo iz travnatih površin na javnih 
mestih z izolacijskim deležem 59 %. Določili so 35 različnih PCR-ribotipov, od tega jih je 
bilo 24 netoksigenih (Moono in sod., 2017). V magistrskem delu se je večina ribotipov iz 
čevljev in pasjih šap v Sloveniji pojavila tudi v okolju, zato predpostavljamo, da so psi in 
lastniki psov najverjetneje spore pobrali na sprehodu. Če bi to želeli potrditi, bi morali 
istočasno vzorčiti tudi teren, po katerem lastniki sprehajajo pse. 
   
Redke študije so preverjale prisotnost patogenih bakterij na pasjih šapah (Buma in sod., 
2006). V raziskavah s psi so bakterijo C. difficile osamili pri 5,5−13,7 % zdravih in/ali 
bolnih psih iz blata ali rektalnih brisov (Schneeberg in sod., 2012; Hussain in sod., 2015; 
Andrés-Lasheras in sod., 2018). V raziskavah, kjer so vzorčili druge površine, so bakterijo 
C. difficile našli na prednjem delu šap (4 %) in v nosni votlini psa (17,1 %) (Lefebvre in 
Weese, 2009; Rodriguez in sod., 2019). V magistrskem delu smo jemali brise z blazinic 
pasjih šap z namenom, da preverimo, če psi lahko poberejo spore v okolju in jih širijo v 
gospodinjstvu. V primerljivi raziskavi so Rodriguez in sod. (2019) z odvzemom nazalnih 
brisov pri psih preverili nosilstvo spor iz okolice in možnost njihovega razsoja. Psi 
preiskujejo svojo okolico z ovohavanjem vsega, s čimer pridejo v stik, zato je velika 
verjetnost, da bodo spore iz okolja vstopile skozi nosno votlino. Iz nazalnih brisov so 
osamili bakterijo pri 4 mlajših psih, starih od 1–3 let (Rodriguez in sod., 2019). Njihovi 
rezultati so nasprotujoči z našimi, saj smo v magistrskem delu spore našli predvsem pri 
starejših psih, in sicer jih je bilo 83 % starih ≥ 6 let. 
 
Zaradi prekrivanja genotipov pri ljudeh in psih mnogi avtorji sumijo možnost prenosa 
bakterije C. difficile med ljudmi in psi (Weese in sod., 2010a; Loo in sod., 2016; Stone in 
sod., 2016). Začasno kolonizirani psi lahko izločajo spore v okolje, kjer so le-te zmožne 
dolgo perzistirati (Álvarez-Pérez in sod., 2015). V štirih gospodinjstvih smo s pasjih šap in 
čevljev osamili enak genotip, na podlagi česar smo sklepali, da sta lastnik in pes pobrala 
spore istega izvora na sprehodu ali v domačem okolju. 
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Največjo genotipsko raznolikost smo opazili pri gospodinjstvu G6, kjer so bili pozitivni  
vsi štirje vzorci, iz katerih smo osamili tri različne ribotipe (2 netoksigena in eden 
toksinotip 0). Pri tem gospodinjstvu je bilo prisotnih več drugih živali (zajci, papige, 
mačka in kokoši), ki bi lahko bile rezervoar različnih tipov bakterije C. difficile. V 
slovenski raziskavi so Zidaric in sod. (2008) našli bakterijo v 62,3 % vzorcev blata kokoši 
iz ene kmetije. Ugotovili so, da je perutnina na eni kmetiji lahko kolonizirana z raznolikimi 
genotipi (Zidaric in sod., 2008). Tudi zajci so lahko rezervoar različnih genotipov C. 
difficile (Janezic in sod., 2014b). Pri obeh živalskih vrstah so našli PCR-ribotip 014/020, ki 
je bil v gospodinjstvu G6 prisoten v dveh vzorcih. Ker v magistrskem delu nismo vzorčili 
ostalih živali v gospodinjstvu, ne moremo sklepati o njihovi koloniziranosti z bakterijo C. 
difficile ter o možnem prenosu spor v okolje. 
 
5.2 RAZŠIRJENOST GENOTIPOV PRI LJUDEH, ŽIVALIH IN V OKOLJU 
 
Najpogostejši PCR-ribotip v naši nalogi je bil 014/020, ki je bil prisoten pri polovici ali več 
kot polovici pozitivnih vzorcev čevljev, copat in pasjih šap (50−66,7 %). V Sloveniji  je 
PCR-ribotip 014/020 pogosto najden pri ljudeh, živalih in v okolju (Janezic in sod., 2012). 
Našli so ga v prsti, lužah, na krompirju in drugi zelenjavi ter v rekah, kjer je ta ribotip bil 
prisoten v 22,7−38,1 % vzorcev (Zidaric in sod., 2010; Janezic in sod., 2016; Tkalec in 
sod., 2019). Genotip 014/020 je prevladoval tudi v raziskavah v tujini. V Bangladešu je 
prevladoval na podplatih čevljev (44 %) (Islam in sod., 2019). V ZDA je bil prisoten v 
21,2 % pozitivnih vzorcev odvzetih v skupnosti (Alam in sod., 2017). V Avstraliji je 
genotip prevladoval na travnatih površinah na javnih mestih (39 %) (Moono in sod., 2017). 
V Nemčiji je prevladoval v blatu psov in mačk (38,5 %) (Rabold in sod., 2018). V Španiji 
je genotip prevladoval med izolati iz peskovnikov (40 %) (Orden in sod., 2018). V Evropi 
in Severni Ameriki je prevladujoči genotip pri ljudeh (Cheknis in sod., 2018). V Avstraliji 
genotip 014/020 prevladuje v kliničnih vzorcih bolnikov z drisko. Na isti celini genotip 
prevladuje tudi pri prašičih (Moono in sod., 2017). Genotip 014/020 je pogosto povezan s 
psi (Wetterwik in sod., 2013; Rodriguez in sod., 2019). Glede na razširjenost genotipa 
014/020 nas ne preseneča, da je tudi v magistrskem delu to prevladujoči genotip med 
izolati iz podplatov obutve in pasjih šap. 
 
V magistrskem delu je bil netoksigeni sev PCR-ribotipa 010 v enem gospodinjstvu prisoten 
na vseh vzorčenih površinah. V Sloveniji je prisoten pri ljudeh, živalih in v okolju (Janezic 
in sod., 2018). Ta genotip je pogosto povezan s psi (Weese in sod., 2010a; Spigaglia in 
sod., 2015; Hussain in sod., 2015; Rabold in sod., 2018). V tujini je prisoten tudi pri ljudeh 
(Putsathit in sod., 2016). 
 
PCR-ribotip 023 se je pojavil v dveh gospodinjstvih (pasje šape in čevelj). Pri ljudeh je 
prisoten po vsem svetu (Rupnik in Janezic, 2016). V Sloveniji so ga našli tudi v okolju in 
pri živalih (Janezic in sod., 2018). 
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V Sloveniji so PCR-ribotip 009 našli pri ljudeh in v okolju. V Španiji so genotip 009 našli 
pri psih (Álvarez-Pérez in sod., 2015) in v peskovnikih za otroke in pse (Orden in sod., 
2018). Pri psih so ga prav tako našli na Švedskem (Wetterwik in sod., 2013). Na Tajskem 
je prisoten tudi pri ljudeh (Putsathit in sod., 2016). 
 
Genotipi 015, 013, 001/072 in 011/049 so v Sloveniji prisotni pri ljudeh, živalih in v okolju 
(Janezic in sod., 2018). Genotip 001/072 je eden izmed prevladujočih tipov pri ljudeh v 
Evropi (ECDC, 2018). 
 
V magistrskem delu je 5 genotipov dobilo interno oznako (SLO in trimestno število). V 
Sloveniji so nekatere od teh genotipov našli v okolju (SLO 185, SLO 218 in SLO 002), 
nekatere pri živalih (SLO 114, SLO 002 in SLO 131) ter nekatere pri ljudeh (SLO 185, 
SLO 114, SLO 002 in SLO 131). PCR-ribotip SLO 131 so našli tudi v Indiji pri psu 
(Hussain in sod., 2015). 
 
5.3 NEOBIČAJNI IZOLATI 
 
V magistrskem delu smo za osamitev bakterije C. difficile iz bogatitvenega gojišča BHIST 
uporabili kromogene plošče ChromID C. difficile. Bakterija na teh ploščah tvori črno 
obarvane kolonije že po 24 urah. V primeru dveh vzorcev so na plošči ChromID C. 
difficile zrastle neobarvane kolonije. Izolatom smo določili PCR-ribotip 023. Nekateri 
avtorji so opazili, da se določeni izolati ne obarvajo, kljub temu da imajo kolonije značilne 
za C. difficile (Perry in sod., 2010; Connor in sod., 2016; Reidegas in sod., 2017). Connor 
in sod. (2016) so predpostavili, da genotip nima gena eskulinaze ali je ta encim 
nefunkcionalen ter zato ni sposoben cepiti eskulina in tvoriti stranskih produktov, ki 
spodbudijo obarvanje kolonij. PCR-ribotip 023 je bil med letoma 2012 in 2013 eden izmed 
desetih najpogosteje identificiranih ribotipov v Vzhodni in Zahodni Evropi. Iz tega razloga 
je potrebna dodatna previdnost pri interpretaciji rezultatov na kromogenih ploščah (z 
eskulinom), predvsem za klinične mikrobiologe (Krutova in sod., 2018). 
 
Netoksigeni izolati imajo namesto PaLoc regije 115 bp dolgo zaporedje, ki smo ga v nalogi 
pomnoževali z namenom, da potrdimo netoksigene izolate (Braun in sod., 1996). Uspelo 
nam je potrditi vse izolate, razen enega (SLO 218). Pri PaLoc negativnih izolatih običajno 
pomnožujemo ~ 700 bp dolg odsek. Pri nekaterih izolatih se ta odsek ne pomnoži, saj je na 
mestu, kjer je sicer prisoten PaLoc, prisotna večja 9 kb dolga insercija, ki je prevelika, da 
bi jo lahko pomnožili s PCR z Lok1/3 začetnimi oligonukleotidi (Elliot in sod., 2009; 
Janezic in sod., 2016). 
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5.4 IZOLATI ZNOTRAJ GOSPODINJSTVA SO GENETSKO SORODNI 
 
Izolati enakega PCR-ribotipa se smatrajo kot genetsko sorodni, vendar nimajo  nujno 
identičnega genomskega zaporedja. V Nacionalnem laboratoriju za zdravje, okolje in hrano 
so posekvencirali celotni genom izolatov iz gospodinjstev, ki so imeli pri vseh štirih 
vzorcih enak ribotip (G8: PCR-ribotip 010; G9: PCR-ribotip 014/020, G10: PCR-ribotip 
014/020). Z analizo SNV so opredelili genetsko sorodnost med posameznimi PCR-ribotipi 
znotraj gospodinjstva. Ugotovili so, da imajo izolati (G8, G9) PCR-ribotipa 014/020 0 do 1 
SNV razlike v celotnem genomu med posameznimi pari izolatov, kar jih uvršča med 
genetsko sorodne, klonalne in so verjetno del prenosa. Izolati PCR-ribotipa 014/020 iz 
različnih gospodinjstev so si bili med seboj nesorodni (> 60 SNV). Izolati PCR-ribotipa 
010 so bili genetsko nesorodni (≥ 10 SNV), kljub temu da smo jih osamili iz vseh štirih 
vzorcev pri enem gospodinjstvu. Na podlagi rezultatov lahko sklepamo, da so čevlji, copati 
in pasje šape možni vektorji za razsoj spor bakterije C. difficile v domačem okolju (Janezic 
in sod., 2018). 
 
5.5 SEZONSKA POVEZANOST 
 
Sezonska povezanost s pojavom CDI sovpada s sezonskim predpisovanjem antibiotikov, 
sezonskimi padavinami in temperaturo ter s sezonskim pojavom gripe (McLure in sod., 
2019). Vzorce sezonskega pojavljanja CDI so opazili v Nemčiji (Reil in sod., 2012), v 
ZDA (Argamany in sod., 2015), v Avstraliji (Furuya-Kanamori in sod., 2014), v Kanadi 
(Faires in sod,. 2014), v Mehiki (Camacho-Ortiz in sod., 2009) in v Kostariki (Wong-
McClure in sod., 2012). Na severni polobli je povečan pojav CDI v zimskih oz. pomladnih 
mesecih, kar povezujejo s sočasnim povečanim številom okužb dihalnih poti in s tem 
posledično večjo uporabo antibiotikov (Polgreen in sod., 2010; Gilca in sod., 2012; Brown 
in sod., 2013). V Avstraliji so opazili obraten vzorec pojava CDI. Število okužb naraste 
skozi pomlad oz. poletje (od oktobra do februarja) (Furuya-Kanamori in sod., 2014; 
Slimings in sod., 2014). Vzorec sezonskega pojavljanja C. difficile so opazili tudi v živilih. 
V Kanadi so pri preverjanju mesa za prodajo opazili, da C. difficile pogosteje izolirajo v 
zimskih mesecih (Rodriguez-Palacios in sod., 2009).  
 
V magistrski nalogi smo z vzorčenjem pričeli proti koncu marca (spomladi) in zaključili 
proti koncu avgusta (poleti). Pri pregledu rezultatov smo opazili, da smo v gospodinjstvih 
spore bolj pogosto našli v poletnih mesecih. Od marca do maja smo vzorčili v 11 
gospodinjstvih, od teh smo C. difficile našli v 6 (54,5 %) gospodinjstvih. Preostalih 9 
gospodinjstev smo testirali v času od julija do avgusta, od teh smo spore našli v 8 (88,9 %) 
gospodinjstvih. Kljub temu da smo v poletnih mesecih spore našli v skoraj vseh testiranih 
gospodinjstvih, je v vsakem gospodinjstvu bil pozitiven 1–3 vzorci (najpogosteje eden). V 
pomladnem obdobju testiranja so v 4 gospodinjstvih bili pozitivni vsi štirje vzorci, kar 
pomeni, da smo imeli v pomladnih mesecih več pozitivnih vzorcev za C. difficile. Na 
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podlagi naših rezultatov bi težko sklepali o sezonski povezanosti pojavljanja spor v 
domačem okolju. Če bi želeli preveriti, ali obstaja vzorec sezonskega pojavljanja C. 
difficile v gospodinjstvih, bi morali naša testiranja ponavljati v različnih letnih časih dalj 
časa.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Mlakar S. Osamitev in karakterizacija bakterije Clostridium difficile z blazinic pasjih šap in podplatov obutve lastnikov psov. 47  
  Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
  
6 SKLEPI 
 
Na podlagi rezultatov magistrskega dela smo prišli do naslednjih zaključkov: 
 
 Na blazinicah pasjih šap in podplatih obutve lastnikov lahko najdemo enake 
genotipe. 
 Nismo zasledili bistvenih razlik med genotipi pri psih, ki se pretežno zadržujejo 
zunaj in pri psih, ki pretežno bivajo v notranjih prostorih.  
 Večina genotipov, ki smo jih določili v nalogi, se pojavlja pri ljudeh v Sloveniji. Ti, 
ki so bili prevladujoči (014/020, 010, 023), se v Sloveniji pojavljajo pogosto, tako 
pri ljudeh kot tudi v okolju. 
 Podplati obutve so vir genetsko bolj raznolikih izolatov kot pasje šape. 
 Čevlji, copati in pasje šape predstavljajo možen vektor za raznos spor v okolju. 
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7 POVZETEK 
 
C. difficile je striktno anaerobna, paličasta, sporogena, toksigena bakterija s subterminalno 
ležečimi sporami. Nahaja se v prebavnem traktu mnogih sesalcev, ptičev in plazilcev kot 
komenzalna ali patogena bakterija. Številne študije so potrdile prisotnost bakterije v prsti, 
vodah, živalih in v živilih. V 70. letih prejšnjega stoletja so C. difficile prepoznali kot 
glavno povzročiteljico PMC in z antibiotikom povezanega kolitisa in driske. Klinični znaki 
CDI so širokega spektra, in sicer od blage driske do smrtno nevarnega PMC z raširjenim 
debelim črevesjem z možnimi perforacijami. Za okužbo so dovzetne predvsem starejše 
osebe, ki so bile hospitalizirane in/ali so prejemale antibiotik. Prvotno je bila CDI 
povezana z bolnišničnim okoljem, pozneje so začeli opažati tudi okužbe v domačem 
okolju. V zadnjih dvajsetih letih se je v bolnišničnem okolju povečal pojav težje 
potekajoče okužbe s CDI z visoko stopnjo ponovljivosti in visoko smrtnostjo, predvsem v 
Kanadi, ZDA in Evropi. Te primere so povezali z visokovirulentnim sevom 027/BI/NAP1. 
Prav tako se je povečal delež okužb v domačem okolju, pri katerih se pojavljajo genotipi, 
ki so prisotni tako pri ljudeh kot tudi živalih. Obolevati so začele tudi osebe, ki imajo nizko 
tveganje za CDI (mlajše osebe, osebe, ki niso prejemale antibiotikov). Širša zdravstvena 
skupnost stremi k izboljšanju preventivnih ukrepov za okužbo, s čimer bi zmanjšali 
incidenco CDI. Za boljše razumevanje epidemiologije CDI je potrebno zbrati informacije o 
možnih rezervoarjih, pojavnosti in raznolikosti genotipov bakterije.  
 
Namen našega magistrskega dela je bil ugotoviti prisotnost, pogostnost in raznolikost 
genotipov bakterije na podplatih zunanje in notranje obutve in na blazinicah pasjih šap. 
Vzorce smo odvzeli iz dvajsetih gospodinjstev, in sicer od 4–7 brisov podplatov čevljev, 
hišnih copat in blazinic pasjih šap s sterilnimi, vlažnimi gobicami. Vzorce smo inkubirali v 
bogatitvenem gojišču BHIST, po inkubaciji smo naredili alkoholni šok ter osamili 
bakterijo na kromogeni plošči ChromID C. difficile. Iz vsake plošče smo precepili 16–20 
kolonij C. difficile, ki smo jih osamili v čisti kulturi na krvnem agarju. Po potrditveni 
identifikaciji smo naredili grobo izolacijo DNK posameznih izolatov in jim določili PCR-
ribotip in toksinotip. 
 
Bakterijo smo osamili iz vzorcev 70 % gospodinjstev (14/20). Odvzeli smo 25 brisov 
blazinic šap, 22 brisov podplatov levih čevljev, 22 brisov podplatov desnih čevljev in 21 
brisov podplatov copatov. Skupaj smo pridobili 90 vzorcev, od katerih je bilo 31 (34,4 %) 
pozitivnih za C. difficile. Med pozitivnimi vzorci jih je bilo 6 (19,4 %) z blazinic šap (92 
izolatov), 10 (32,3 %) z levega podplata (152 izolatov) in 9 (29,0 %) z desnega podplata 
čevljev (124 izolatov) ter 6 (19,4 %) vzorcev s podplatov copatov (97 izolatov). Skupaj 
smo osamili 465 izolatov, ki smo jim določili 13 PCR-ribotipov in jih uvrstili v 3 
toksinotipe. Prevladujoči PCR-ribotipi so bili 014/020, 023 in 010. Večina ribotipov je bila 
netoksigenih (8), vendar so po pogostnosti prevladovali nevariantni izolati toksinotipa 0 
(67,7 %). 
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Več kot polovica PCR-ribotipov je bila netoksigenih, a so po pogostnosti kljub temu 
prevladovali izolati toksinotipa 0. Pri vzorcih iz vseh površin je prevladoval PCR-ribotip 
014/020 (toksinotip 0), sledila sta mu ribotipa 010 in 023. Ti genotipi se v Sloveniji 
pojavljajo pri ljudeh, živalih in okolju. 
 
V štirih gospodinjstvih smo našli bakterijo na vseh vzorčenih površinah. Od teh smo v treh 
gospodinjstvih iz vseh vzorčenih površin osamili enak PCR-ribotip. V nacionalnem 
laboratoriju za zdravje, okolje in hrano so pri teh izolatih preverili genetsko sorodnost z 
analizo SNV celotnega genoma. Ugotovili so, da so izolati iz dveh gospodinjstev (PCR-
ribotip 014/020) iz vseh vzorčenih površin genetsko sorodni (klonalni) znotraj posameznih 
gospodinjstev in nesorodni med gospodinjstvoma. Pri tretjem gospodinjstvu so bili izolati 
(PCR-ribotip 010) iz vseh vzorčenih površin genetsko nesorodni. Na podlagi rezultatov 
lahko sklepamo, da so lahko čevlji, copati in pasje šape možen vektor za raznos spor v 
gospodinjstvu. 
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PRILOGE 
 
Priloga A: Anketni vprašalnik za lastnike psov. 
Datum:_______________ 
Gospodinjstvo ______:  vas  predmestje  mesto 
Bivanje: hiša  stanovanje 
Število psov:   1 2 3   
Velikost psa 1:  veliki  srednji  majhen 
Velikost psa 2:  veliki  srednji  majhen 
Velikost psa 3:  veliki  srednji  majhen 
Pasma psa 1:____________________________________  Starost psa 1:__________ 
Pasma psa 2:____________________________________  Starost psa 2:__________ 
Pasma psa 3:____________________________________  Starost psa 3:__________ 
Kje se pes pretežno nahaja: 
a) Stalno zunaj 
b) Pretežno zunaj v zaograjenem prostoru  
c) Pretežno noter  
Kako pogosto se psa sprehaja:_____________________________________________________  
Število dnevnih sprehodov:________________________________________________________  
Kako dolgo se psa sprehaja:________________________________ 
Kje se psa sprehaja:______________________________________________________________ 
_______________________________________________________________________________ 
Čiščenje tačk:__________ 
Druge živali v gospodinjstvu:______________________________________________________  
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Velikost čevlja:__________ 
Podplat čevlja:  rebrast  raven 
Velikost copata:__________ 
Podplat copata: gladek  tekstilen gumijast 
Zaporedje vzorčenja:  
1. tačke (1 gobica za 4 tačke),  
2. levi podplat (1 gobica),  
3. negativna kontrola (1 gobica),  
4. desni podplat (1 gobica),  
5. copati (1 gobica za oba podplata) 
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Priloga B: Preglednica vseh gospodinjstev in vzorcev ter okarakteriziranih izolatov. 
Gospodinjstvo Vzorec Bris površine 
C. difficile 
kultura 
Število 
izolatov 
PCR-
ribotip 
Toksinotip 
G1 G1-1 do G1-6 vsi vzorci neg / / / 
G2 
G2-1 pasje šape neg / / / 
G2-4 levi podplat neg / / / 
G2-5 desni podplat neg / / / 
G2-6 copati neg / / / 
G2-7 copati poz 20 001/072 0 
G3 G3-1 do G3-9 vsi vzorci neg / / / 
G4 G4-1 do G4-6 vsi vzorci neg / / / 
G5 G5-1 do G5-6 vsi vzorci neg / / / 
G6 
G6-1 pasje šape poz 15 014/020 0 
G6-2 pasje šape neg / / / 
G6-4 levi podplat poz 16 SLO 185 tox- 
G6-5 desni podplat poz 11 014/020 0 
G6-6 copati poz 16 SLO 114 tox- 
G7 G7-1 do G7-6 vsi vzorci neg / / / 
G8 
G8-1 pasje šape neg / / / 
G8-2 pasje šape poz 13 010 tox- 
G8-4 levi podplat poz 9 010 tox- 
G8-5 desni podplat poz 16 010 tox- 
G8-6 copati poz 13 
010 , 
SLO 002 
tox- 
G9 
G9-1 pasje šape poz 16 014/020 0 
G9-2 pasje šape neg / / / 
G9-4 levi podplat poz 15 014/020 0 
G9-5 desni podplat poz 16 014/020 0 
G9-6 copati poz 16 014/020 0 
G10 
G10-1 pasje šape poz 16 014/020 0 
G10-4 levi podplat poz 16 
015, 
014/020 
tox-, 0 
G10-5 desni podplat poz 16 014/020 0 
G10-6 copati poz 16 014/020 0 
G11 
G11-1 pasje šape neg / / / 
G11-4 levi podplat neg / / / 
G11-5 desni podplat poz 1 SLO 218 tox- 
G11-6 copati poz 16 014/020 0 
se nadaljuje 
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nadaljevanje Priloge B: Preglednica vseh gospodinjstev in vzorcev ter okarakteriziranih izolatov. 
Gospodinjstvo Vzorec Bris površine 
C. difficile 
kultura 
Število 
izolatov 
PCR-
ribotip 
Toksinotip 
G12 G12-1 do G12-6 vsi vzorci neg / / / 
G13 
G13-1 pasje šape poz 16 014/020 0 
G13-4 levi podplat neg / / / 
G13-5 desni podplat neg / / / 
G13-6 copati neg / / / 
G14 
G14-1 pasje šape neg / / / 
G14-4 levi podplat poz 16 SLO 131 tox- 
G14-5 desni podplat neg / / / 
G14-6 copati neg / / / 
G15 
G15-1 pasje šape neg / / / 
G15-4 levi podplat neg / / / 
G15-5 desni podplat poz 16 011/049 0 
G15-6 copati neg / / / 
G15-7 copati neg / / / 
G16 
G16-1 pasje šape neg / / / 
G16-4 levi podplat neg / / / 
G16-5 desni podplat poz 16 023 IV 
G16-6 copati neg / / / 
G17 
G17-1 pasje šape neg / / / 
G17-2 pasje šape neg / / / 
G17-3 pasje šape neg / / / 
G17-4 
levi podplat 
natikača 
poz 16 014/020 
0 
G17-5 
desni podplat 
natikača 
poz 16 
013 
014/020 0 
G17-6 levi podplat poz 16 014/020 0 
G17-7 desni podplat neg / / / 
G18 
G18-1 pasje šape poz 16 023 IV 
G18-4 levi podplat poz 16 014/020 0 
G18-5 desni podplat neg / / / 
G18-6 copati neg / / / 
G19 
G19-1 pasje šape neg / / / 
G19-4 levi podplat poz 16 014/020 0 
G19-5 desni podplat poz 16 014/020 0 
G19-6 copati neg / / / 
G20 
G20-1 pasje šape neg / / / 
G20-4 levi podplat poz 16 009 tox- 
G20-5 desni podplat neg / / / 
G20-6 copati neg / / / 
